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proteiineja. Tutkielman tavoitteena oli selvittää, voidaanko EV:iden avulla kuljettaa ei-koodaavaa RNA:ta, kuten 
siRNA:ta keskushermostoon veri-aivoesteen läpi. Kirjallisuuskatsauksessa perehdyttiin menetelmiin, joilla siRNA:ta 
oli ladattu EV:isiin ja miten ne  läpäisevät veri-aivoesteen. Kokeellisessa osassa tavoitteena oli tuottaa ja eristää EV:itä 
sekä ladata näihin fysikaalisilla menetelmillä, kuten sonikaatio ja elektroporaatio, FAM-leimattua DNA:ta sekä 
siRNA:ta. Fluoresenssia mittaamalla pyrittiin osoittamaan DNA:n latautuminen EV:isiin ja siRNA ladattujen EV:iden 
funktionaalisuutta tutkittiin mittaamalla gapdh-geenin ilmentymistä.  
Menetelmät: Solunulkoiset vesikkelit tuotettiin ARPE-19 ja PC-3 soluissa. EV:t eristettiin solujen kasvatusalustasta 
kaksivaiheisella differentiaalisentrifugoinnilla (DC) ja puhdistettiin edelleen gradienttisentrifugoimalla (GC) käyttäen 
OptiPrep™-reagenssia. OptiPrep™-reagenssi puhdistettiin käyttäen Amicon 10 kDa suodatusputkia. Eristettyjen 
EV:iden keskimääräinen partikkelikoko ja kokojakauma määritettiin NTA-analyysillä, proteiinipitoisuus mitattiin 
kolorimetrisella BCA-menetelmällä ja EV:t karakterisoitiin Western blot-menetelmällä käyttäen HSP70- ja CD9-
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siRNA:ta. Latautumaton nukleiinihappo ja OptiPrep™-reagenssi puhdistettiin EV:istä geelisuodatuskromatografialla 
Sephacryl (S-300)-kolonnilla. Latautumistehokkuutta tutkittiin mittaamalla EV:istä fluoresenssia (ex 485 nm, em 520 
nm) ja funktionaalisuuden osoittamiseen käytettiin qPCR-menetelmää. qPCR:ssä mitattiin gapdh-geenin ilmentymistä 
jakautuvissa ARPE-19 soluissa. 
Tulokset: DC ja GC puhdistettujen ARPE-19 ja PC-3 EV:iden keskimääräinen partikkelikoko oli n. 140 nm ja ne 
karakterisoitiin onnistuneesti Western blot-menetelmällä. Bioreaktorissa tuotettujen PC-3 EV:iden saanto oli riittävä 
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Background and objectives: Cells secrete extracellular vesicles (EV) and it has been found that cells communicate via 
EVs. EVs are liposome-like vesicles. Membrane is consisting of a lipid bilayer and hydrophilic moiety is inside the 
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determine whether EVs can transport non-coding RNA (siRNA) into the central nervous system through the blood-
brain barrier. In the literature review, investigated methods which has been used to load siRNA into the EVs and how 
EVs are transported through the blood-brain barrier. The aim of the experimental part was to produce and isolate EVs 
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Fluorescence measurements were taken to demonstrate FAM-labeled DNA loading into EVs and the functionality of 
the siRNA-loaded EVs was measured by measuring the expression level of the gapdh gene. 
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OptiPrep™-reagent. OptiPrep™-reagent was purified by Amicon 10kDa filtration tubes. The average particle size and 
size distribution of the isolated EVs were determined by NTA analysis, protein concentration was measured by 
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not cause EVs to be degradation under the conditions used. Based on fluorescence measurement, FAM-labeled dsDNA 
could not be loaded into EVs. The functionality of siRNA-loaded EVs could not be demonstrated in ARPE-19 cell 
experiments. After electroporation large number of EVs were lost and this method of loading siRNA into EVs did not 
proved to be suitable. 
Conclusions: ARPE-19 EVs must be produced in the bioreactor to produce enough EVs for loading experiments. The 
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steps. The size-exclusion chromatography is suitable for the purification of the free siRNA from EVs, but the 
chromatography method needs further optimization and miniaturization. Loaded EVs should be produced by 
aseptically or alternatively sterilized prior to ARPE-19 cell assay. Physical loading method, such as sonication, can be 
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Avainsanat – Nyckelord – Keywords  
Extracellular vesicles, siRNA, FAM-labeled dsDNA, sonication, electroporation, size-exclusion chromatography, 
blood-brain barrier 
Säilytyspaikka – Förvaringställe – Where deposited  
Helsinki 
Muita tietoja – Övriga uppgifter – Additional information  
Ohjaajat: Prof. Marjo Yliperttula ja FT Astird Subrizi 
 SISÄLLYSLUETTELO 
I KIRJALLINEN OSA........................................................................................................................1 
1 JOHDANTO ....................................................................................................................................1 
2 GEENIEN VAIMENTAMINEN siRNA:n ja miRNA:n AVULLA ...................................................3 
2.1 RNA interferenssi...................................................................................................................4 
2.2 siRNA:n ja miRNA:n lataaminen solunulkoisiin vesikkeleihin................................................5 
2.2.1 Lataaminen biogeneesin aikana ......................................................................................6 
2.2.2 Lataaminen eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin .....................................................8 
3 SOLUNULKOISTEN VESIKKELIEN KOHDENNUS AIVOIHIN ......................................... 14 
3.1 Veri-aivoesteen rakenne ....................................................................................................... 14 
3.2 Kuljetusmekanismit veri-aivoesteen läpi ............................................................................... 15 
3.3 Veri-aivoesteen reseptorit ..................................................................................................... 18 
3.4 Solunulkoisten vesikkelien kulkeutuminen keskushermostoon .............................................. 19 
3.4.1 Antoreitit ..................................................................................................................... 19 
3.4.2 Kulkeutuminen veri-aivoesteen läpi ............................................................................. 20 
II KOKEELLINEN OSA .................................................................................................................. 24 
4 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET............................................................................................. 24 
5 MATERIAALIT JA MENETELMÄT ...................................................................................... 24 
5.1 Solujen kasvatus ................................................................................................................... 24 
5.2 Solunulkoisten vesikkelien eristäminen ................................................................................ 26 
5.2.1 Differentiaalinen sentrifugointi..................................................................................... 27 
5.2.2 Gradienttisentrifugointi ................................................................................................ 28 
5.2.3 Puskurin vaihto ja konsentrointi ................................................................................... 28 
5.3 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointi ............................................................................ 29 
5.3.1 NTA-analyysi .............................................................................................................. 29 
5.3.2 BCA-proteiinimääritys ................................................................................................. 30 
5.3.3 Western blot-menetelmä .............................................................................................. 30 
5.4 Kaksijuosteisen DNA oligonukleotidin valmistus ................................................................. 32 
5.5 DNA:n ja siRNA:n lataaminen solunulkoisiin vesikkeleihin ................................................. 33 
5.6 Solunulkoisten vesikkelien puhdistaminen geelisuodatuksella ............................................... 35 
5.7 Fluoresenssin mittaus ........................................................................................................... 36 
5.8 siRNA ladattujen solunulkoisten vesikkelien solukokeet ....................................................... 37 
5.8.1 Transfektio ja inkubointi solunulkoisten vesikkelien kanssa ......................................... 37 
5.8.2 Totaali RNA:n eristys .................................................................................................. 39 
5.8.3 cDNA:n synteesi .......................................................................................................... 40 
5.8.4 Kvantitatiivinen PCR (qPCR)....................................................................................... 40 
6 TULOKSET ............................................................................................................................. 42 
6.1 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointi ............................................................................ 42 
6.1.1 NTA-analyysi .............................................................................................................. 42 
6.1.2 BCA-proteiinimääritys ................................................................................................. 42 
6.1.3 Western blot-menetelmä .............................................................................................. 43 
6.2 Kaksijuosteisen DNA oligonukleotidin valmistus ................................................................. 45 
6.3 Ladattujen solunulkoisten vesikkelien geelisuodatuskromatografia ....................................... 45 
6.3.1 Geelisuodatuskromatografia fraktioiden pinta-alojen vertailua ...................................... 46 
6.3.2 NTA-analyysi geelisuodatuskromatografian jälkeen ..................................................... 48 
6.4 Fluoresenssin mittaaminen ................................................................................................... 50 
6.4.1 Menetelmän lineaarisen alueen määrittäminen .............................................................. 50 
6.4.2 Geelisuodatusfraktiot ................................................................................................... 51 
6.4.3 Geelisuodatuksen jälkeen yhdistetyt ja konsentroidut EV-näytteet ................................ 52 
6.5 Totaali RNA:n eristys ........................................................................................................... 53 
6.6 Kvantitatiivinen PCR (qPCR) ............................................................................................... 54 
 
 7 TULOSTEN TARKASTELU ................................................................................................... 56 
7.1 Solunulkoisten vesikkelien eristäminen ................................................................................ 56 
7.2 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointi ............................................................................ 59 
7.3 Sonikaation vaikutus solunulkoisiin vesikkeleihin ................................................................ 60 
7.4 Geelisuodatuskromatografia ................................................................................................. 62 
7.4.1 Solun ulkoisten vesikkelien saanto-% geelisuodatuksen jälkeen ................................... 62 
7.4.2 Geelisuodatusmenetelmän arviointi .............................................................................. 65 
7.5 Fluoresenssi ......................................................................................................................... 66 
7.5.1 Fluoresenssi mittausmenetelmän arviointi .................................................................... 66 
7.5.2 Fluoresenssin mittaus geelisuodatetuista solunulkoisista vesikkeleistä .......................... 67 
7.6 Totaali RNA:n eristys ........................................................................................................... 68 
7.7 Kvantitatiivinen PCR ........................................................................................................... 69 
8 JOHTOPÄÄTÖKSET .................................................................................................................... 71 
 
LIITTEET 
LIITE 1 PC-3 solunulkoisten vesikkelien tuotto bioreaktorissa 
LIITE 2 Nukleiinihapposekvenssit ja solukokeen pipetointijärjestys 
LIITE 3 cDNA synteesi 
LIITE 4 qPCR pipetointikaavio, master mix-reaktioseokset sekä qPCR-ohjelma 
LIITE 5 NTA-analyysin kuvaajat 
LIITE 6 ARPE-19 solunulkoisten vesikkelien Western blot-tulos 
LIITE 7 Geelisuodatuskromatogrammit 
LIITE 8 NTA-tulokset ennen ja jälkeen geelisuodatuksen 
LIITE 9 Fluoresenssi mittaustulokset (standardisuora) 
LIITE 10 Regressioanalyysin standardisuorat 
LIITE 11 Regressioanalyysin jäännöskuvaajat 
LIITE 12 Fluoresenssin mittaus ennen ja jälkeen triton-x-100 käsittelyn 
LIITE 13 RNA-näytteiden pitoisuudet 
LIITE 14 qPCR raakadata, gapdh-geenin alue amplifioitu 
LIITE 15 qPCR raakadata, β-aktiini-geenin alue amplifioitu 
LIITE 16 qPCR standardisuoramenetelmän lasketut Ct-arvot 
LIITE 17 qPCR, lasketut Ct-arvot 
LIITE 18 qPCR tulokset 
LIITE19 Partikkelipitoisuus geelisuodatuksen jälkeen 
 
  
 LYHENTEET  
 
AMT Adsorptiovälitteinen transsytoosi (Adsorptive mediated transcytose)  
ARPE-19 Aikuisen silmän retinan pigmentti epiteelisolut (Adult retinal pigment epithelia cells) 
BACE1 Beta-sekretaasi 1 -entsyymi 
BBB Veri-aivoeste (Blood-brain barrier) 
BCA Bisinkoniinihappoa (Bicinchoninic acid) 
BCRP Rintasyöpä resistanssi proteiini (Breast cancer resistance protein) 
BDNF Aivojen neuroperäinen kasvutekijä (Brain derived neutrophic factor) 
BMEC Aivojen hiusverisuonten endoteelisolut (Brain microvascular endothelial cells) 
BSA Naudan seerumin albumiini (Bovine serum albumin) 
cDNA Komplementaarinen DNA (Complementary DNA)  
CNS Keskushermosto (Central nervous system) 
Ct Kynnysarvo (Cycle treshold) 
CT Tietokonetomografia 
DC Differentiaalisentrifugointi 
DC+G Differentiaali- ja gradienttisentrifugointi 
DF4 DharmaFECT 4-transfektioreagenssi 
DNA Deoksiribonukleiinihappo (Deoxyribonucleic acid) 
dsDNA Kaksijuosteinen DNA (double stranded DNA) 
EGFR Epidermaalisen kasvutekijän reseptori (Epidermal growth factor receptor) 
EV Solunulkoinen vesikkeli (Extracellular vesicle)  
5-FAM Fluoresoivaleima (5-carboxyfluorescein) 
GAPDH Glyseraldehydi-3-fosfaatti dehydrogenaasi  
Glut1 Glukoosin kuljetinproteiini 1 
InsR Insuliini reseptoriproteiini 
Lamb2B Lysosomiin liittyvä membraaniproteiini 2B 
mRNA Lähetti-RNA (Messenger RNA) 
miRNA Mikro-RNA (Micro RNA) 
MQ Milli Q -puhdistettu vesi 
MRP-1 Multi-lääke resistanssi proteiini 1 
MSC Mesenkymaaliset kantasolut (Mesenchymal stem cells) 
MVB Multivesikulaarinen kappale (Multivesicular body) 
NTA Nanopartikkeleiden jäljitysanalyysi (Nanoparticle tracking analysis)  
PC-3 Eturauhassyövän solut (Prostate cancer cells) 
PCR Polymeraasiketjureaktio (Polymerase chain reaction) 
PDGFR Verihiutaleista peräisin oleva kasvutekijä 
PES Polyeetterisulfoni (Polyethersulfone) 
P-gp P-glykoproteiini (P-glycoprotein) 
qPCR Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (Quantitative polymerase chain reaction) 
RBC Punaiset verisolut (Red blood cells)  
RISC RNA:n indusoima vaimentamiskompleksi (RNA-induced silencing complex) 
RMT Reseptrovälitteinen transsytoosi (Receptor mediated transcytose) 
rRNA Ribosomaalinen ribonukleiinihappo (Ribosomal RNA) 
RNA Ribonukleiinihappo (Ribonucleic acid)  
RNAi RNA interferenssi (RNA interference) 
RT Huoneenlämpö +17–25 °C (Room temperature) 
RVG29 Raivotautivirus glykoproteiini peptidi 29 (Rabies virus glycoprotein peptide 29) 
SDS-PAGE Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi 
siRNA Pieni häiritsevä RNA (Small interferering RNA) 
SnRNA Tuman pienet RNA:t (Small nuclear RNA) 
tRNA Siirtäjä RNA (Transfer RNA) 
TfR Transferriinireseptori 
VEGF  verisuonen endoteelin kasvutekijä (Vascular endothelial growth factor) 
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Solut erittävät solunulkoisia vesikkeleitä ja on havaittu, että solut kommunikoivat 
vesikkelien välityksellä (Lee ym. 2012, Colombo ym. 2014). Rakenteeltaan solunulkoiset 
vesikkelit muistuttavat liposomeja. Kuori rakentuu lipidi-kaksoiskerroksesta, jonka 
sisälle jää hydrofiilinen osa. Kuoren proteiini- ja lipidikoostumus vaihtelee vesikkelien 
alkuperän mukaan. Solunulkoiset vesikkelit eroavat toisistaan vesikkelien sisällön 
suhteen. Ne kuljettavat mm. mRNA:ta, ei-koodaavaa RNA:ta kuten miRNA, lipidejä, 
proteiineja ja DNA:ta (Valadi ym. 2007, Subra ym. 2010, Cai ym. 2013). On havaittu, 
että solunulkoiset vesikkelit voivat kuljettaa myös soluorganelleja kuten mitokondrioita 
astrosyyteiltä neuroneille tutkittaessa aivohalvausta (Hayakawa ym. 2016). 
Solunulkoiset vesikkelit voidaan jaotella biogeneesin mukaisesti eksosomeihin, 
mikrovesikkeleihin ja apoptoottisiin kappaleisiin (Lee ym. 2012, Colombo ym. 2014). 
Eksosomit ovat pieniä, halkaisijaltaan noin 50–100 nm kokoisia partikkeleita, jotka 
muodostuvat endosytoottista reittiä myöten (Mayers ja Audhya 2012). Endosytoosissa, 
endosytoottinen vesikkeli muodostuu plasmamembraanista kuroutumalla, jolloin syntyy 
endosomi. Endosomi kehittyy edelleen myöhäiseksi endosomiksi, jota kutsutaan myös 
multivesikulaariseksi kappaleeksi (MVB, multivesicular bodies). MVB:t fuusioituvat 
edelleen plasmamembraanin ja eksosomit vapautuvat solusta ulos plasmamembraanista 
kuroutuen. MVB:t voivat fuusioitua myös lysosomin kanssa, jossa ne hajotetaan. 
Mikrovesikkelit ovat heterogeeninen joukko vesikkeleitä, joiden koko vaihtelee noin 50–
1000 nm välillä (Cocucci ym. 2009). Ne muodostuvat kuroutumalla suoraan solun 
plasmamembraanista. Kuvassa 1 on esitetty solunulkoisten vesikkelien biogeneesi. 
Apoptoottisiksi kappaleiksi kutsutaan vesikkeleitä, jotka muodostuvat solun apoptoosin 
jälkeen ja näiden heterogeenisten vesikkelien koko vaihtelee noin 50 nm – 5000 nm 




Kuva 1. Solunulkoisten vesikkelien biogeneesi. Eksosomit (50–100 nm) muodostuvat solun 
sytosolissa endosytoottista reittiää myöten ja mikrovesikkelit (50–1000 nm) kuroutuvat suoraan 
solun solukalvosta (muokattu kuvasta Sutaria ym. 2017).  
 
Solunulkoisia vesikkeleitä on eristetty mm. plasmasta (Caby ym. 2005), virtsasta 
(Wiggins ym.1986; Raj ym. 2012), syljestä (Ogawa ym. 2008), aivo-selkäydinnesteestä 
(Street ym. 2012), rintamaidosta (Admyre ym. 2007), lapsivedestä (Asea ym. 2008), 
silmän nesteistä (Perkumas ym. 2007), nenän eritteistä (Lässer ym. 2011), sappinesteistä 
(Masyuk ym. 2010), siemennesteestä (Poliakov ym. 2009) ja keuhkojen nesteistä (Bard 
ym. 2004, Levänen ym. 2013).  Ihmisen lisäksi solunulkoisia vesikkeleitä on eristetty 
mm. kasveista, homeista ja bakteereista (Sutaria ym. 2017).  
Solunulkoiset vesikkelit osallistuvat elimistön normaalin fysiologian ylläpitoon (Iraci 
ym. 2016). Ne voivat mm. aktivoida tai supressoida tulehdusta eli ne osallistuvat 
immuunijärjestelmän säätelyyn (Raposo ym. 1996). Verenkierrossa solunulkoiset 
vesikkelit osallistuvat veren hyytymisjärjestelmän toimintaan (Del Conde ym. 2005) ja 
aivoissa neuronit kommunikoivat solunulkoisten vesikkelien välityksellä (Chivet ym. 
2012). Solunulkoisilla vesikkeleillä on havaittu olevan merkitystä myös erilaisissa 
sairauksissa (Iraci ym. 2016). Solunulkoiset vesikkelit on liitetty vahvasti syövän 
patologiaan, sillä niiden on osoitettu mm. indusoivan ei-toivottua immuunivastetta, 
levittävän onkogeeneja, käynnistävän angiogeneesi järjestelmän ja edistävän 
metastaasien syntyä (Ruivo ym. 2017). Myös monien neurodegeneratiivisten sairauksien, 
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kuten Alzheimer, Parkinson, Aivohalvaus, Huntingtonin sairaus, Creutzfeldt-Jakobin 
sairaus ja Amyotrofinen lateraaliskleroosi (ALS), molekyylimekanismeissa 
solunulkoisilla vesikkeleillä on havaittu olevan merkitystä (Howitt ja Hill 2016). 
Solunulkoisten vesikkelien uskotaan olevan hyödynnettävissä lääkkeiden kuljettamisen 
lisäksi myös erilaisten sairauksien biomarkkereina.  
Keskushermoston sairauksien hoidossa lääkkeen kuljettaminen veri-aivoesteen läpi on 
haastavaa.  Koska eksosomien on havaittu kuljettavan luontaisesti nukleiinihappoja, on 
kiinnostuttu selvittämään, voisiko solunulkoisia vesikkeleitä käyttää makromolekyylien 
kuljettamiseen. Liposomeja on pyritty kehittämään nukeliinihappojen kuljettamiseen, 
mutta valitettavasti elimistö tunnistaa ne vieraiksi ja niiden biologinen hyötyosuus ja teho 
jäävät alhaiseksi (Allen ja Cullis 2013). Solunulkoisia vesikkeleitä sen sijaan tuotetaan 
elimistössä, jolloin ne eivät ole liposomien tavoin vieraita. Tässä työssä tavoitteena on 
selvittää, voisiko siRNA:ta kuljettaa keskushermostoon solunulkoisilla vesikkeleillä.  
 
2 GEENIEN VAIMENTAMINEN siRNA:n ja miRNA:n AVULLA 
 
Termillä ”ei-koodaava” RNA, viitataan RNA transkripteihin, jotka eivät koodaa 
proteiinia (Eddy 2001, Mattick ja Makunin 2006). Tällaisia ovat mm. siirtäjä-RNA 
(tRNA), ribosomaalinen RNA (rRNA), mikro-RNA (miRNA), pienet häiritsevät RNA:t 
(siRNA) sekä pienet tuman RNA:t (snRNA). Yhteistä näille kaikille ei-koodaaville RNA-
molekyyleille on, että ne sitoutuvat nukleiinihappoihin sekvenssispesifisesti ja 
osallistuvat tätä kautta geenien säätelyyn. siRNA:n ja miRNA:n on havaittu olevan 
potentiaalisia erilaisten sairauksien hoidossa sekä diagnosoinnissa. Chakraborty 
yhteistyökumppaneineen (2017) selvittivät katsausartikkelissaan, että miRNA ja siRNA 
terapiaa kehitetään hyvin monenlaisille terapia-alueille, kuten syöpään, virusinfektioden 
hoitoon, tulehdus-, sydän- ja neurologisiinsairauksiin. Ensimmäinen siRNA lääke 
Onpattro® (patisiran) on kehitetty perinnölliseen amyloidiseen polyneuropatiaan ja se sai 
myyntiluvan FDA:lta elokuussa 2018 (FDA 2018). 
Rakenteeltaan siRNA ja miRNA eroavat toisistaan (Mansoori ym. 2014, Lam ym. 2015). 
SiRNA on kaksijuosteinen, noin 21–23 nukleotidin pituinen RNA-molekyyli, jolla on 
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kahden nukleotidin 3` roikkuva pää. Se on täysin komplementaarinen mRNA:n kanssa. 
MiRNA on yksijuosteinen, noin 19–25 nukleotidin pitunen RNA-molekyyli, jolla on 
myös kahden nukleotidin 3` roikkuvat päät. Se on vain osittain komplementaarinen 
mRNA:n kanssa. 
 
2.1 RNA interferenssi 
 
Ilmiötä, jolla siRNA ja miRNA hiljentävät geenin, kutsutaan RNA interferenssiksi 
(RNAi) ja sen kuvasivat Fire ja Mello yhteistyökumppaneineen vuonna 1998.  RNAi on 
solussa tapahtuva prosessi, jossa geenien ilmentyminen vaimennetaan katkaisemalla 
ja/tai hajottamalla mRNA tai inhiboimalla proteiinin translaatiota. Kuvassa 2 on 
havainnollistettu RNAi mekanismia, jolla siRNA:n ja miRNA:n hiljentävät geenin.  
Sytoplasman RNAasi III -tyyppinen Dicer-entsyymi katkaisee kaksijuosteisen, noin 200-
500 nt pitkän RNA:n (dsRNA) pienemmiksi fragmenteiksi, joita kutsutaan siRNA:ksi 
(Mansoori ym. 2014, Lam ym. 2015). SiRNA vuorovaikuttaa ja aktivoi RNA:n 
indusoiman vaimentamiskompleksin (RISC, RNA-induced silencing complex). 
Argonautti 2 (AGO2) -endonukleaasi katkaisee siRNA:n koodaavan juosteen ja siRNA:n 
koodaamaton juoste jää liittyneeksi RISC-kompleksiin. Myöhemmin koodaava juoste 
aktiivisessa RISC-kompleksissa sitoutuu kohteena olevaan mRNA:han, jonka AGO2-
endonukleaasi katkaisee. Kun ainoastaan koodaava juoste sitoutuu mRNA:han, se on 
täysin komplementaarinen mRNA:n kanssa ja siRNA aiheuttaa spesifisen geenin 
vaimenemisen.  
MiRNA inhiboi geenien ekspressiota samalla tavalla kuin siRNA (Zeng ym. 2003). 
Polymeraasi II- tai III-entsyymi transkriptoi miRNA geenistä tumassa pitkän primäärisen 
miRNA molekyylin (Pri-miRNA), josta edelleen tumassa sijaitsevan Drosha RNase III-
entsyymin avulla prosessoidaan prekursori miRNA (Pre-miRNA) (Zeng ym. 2005, 
Schanen ja Li 2011). Pre-miRNA kuljetetaan tumasta sytosoliin Exportin 5-proteiinin 
avulla. Sytosolissa pre-miRNA:n hiuspinniä muistuttava lenkkirakenne poistetaan Dicer-
entsyymin avulla, jolloin muodostuu miRNA, joka sitoutuu RISC-
vaimentamiskompleksiin ja prosessoidaan edelleen samalla tavoin kuin siRNA. 
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MiRNA:n sekvenssi ei ole täysin komplementaarinen kohde mRNA:n kanssa. MiRNA 
sitoutuu vain osittain mRNA:han ja sen takia miRNA:lla voidaan säädellä useita mRNA-
molekyylejä. MiRNA:n sitoutuminen mRNA:han aiheuttaa translaation repressiota, 
mRNA:n hajoamista ja/tai katkeamista. 
 
 
Kuva 2. RNA interferenssin mekanismi. Sytoplasmassa Dicer-entsyymi pilkkoo dsRNA:n 
siRNA:ksi, joka sitoutuu RISC-AGO2-kompleksiin. Ei-koodaava säie pilkotaan ja koodaava säie 
jää sitoutuneeksi RISC-kompleksiin, joka sitoutuu sekvenssispesifisesti mRNA:han, joka 
pilkotaan. MiRNA prosessoidaan tumassa PolII/PolIII polymeraasien avulla pri-miRNA:ksi, joka 
edellee prosessoidaan Drosha-entsyymin avulla pre-miRNA:ksi, joka kuljetetaan sytosoliin. 
MiRNA sitoutuu vain osittain sekvenssispesifisesti mRNA:han, aiheuttaen translaation 
repressiota, mRNA:n hajoamista/pilkkomista (muokattu Lam ym. 2015). 
 
2.2 siRNA:n ja miRNA:n lataaminen solunulkoisiin vesikkeleihin 
 
SiRNA ja miRNA voidaan ladata solunulkoisiin vesikkeleihin sekä endogeenisesti että 
eksogeenisesti (Vader ym. 2016). Endogeenisesti ladattaessa siRNA ja miRNA 
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ylituotetaan soluissa ja siRNA:ta tai miRNA:ta sisältämät solunulkoiset vesikkelit 
eristetään. Eksogeenisessa lataamisessa soluista eristetään solunulkoiset vesikkelit ja 
tämän jälkeen siRNA tai miRNA ladataan eristettyihin vesikkeleihin. Sekä siRNA että 
miRNA kuljetetaan solunulkoisilla vesikkeleillä kohdesolun sytosoliin, jossa ne 
sitoutuvat kohteena olevaan mRNA:han ja säätelevät geenin ilmentymistä, kuten 
kappaleessa 2.1 kuvattiin.  
 
2.2.1 Lataaminen biogeneesin aikana 
 
Yleensä siRNA:n ja miRNA:n lataaminen soluihin, joissa solunulkoiset vesikkelit 
tuotetaan, perustuu transfektioon (Vader ym. 2016). Solujen transfektioon on olemassa 
useita kaupallisia reagensseja ja valinta riippuu siirrettävästä nukleiinihaposta sekä 
solutyypistä, missä nukleiinihappoa halutaan ilmentää (Washbourne ja McAllister 2002, 
Kim and Eberwine 2010). Yleisesti solujen transfektiomenetelmät jaotellaan biologisiin 
(viruksen avulla tapahtuva transfektio), kemiallisiin (kationisiin polymeereihin, lipideihin 
ja aminohappoihin tai kalsiumfosfaattiin perustuvat menetelmät) tai fysikaaliseen (mm. 
mikroinjektio, elektroporaatio, sonoporaatio) menetelmiin. Transfektio voi olla stabiili, 
jolloin halutun geenin tulee integroitua transfektoinnin kohteena olevan solun genomiin. 
Stabiilissa kannassa siirrettyä geeniä ekspressoidaan isäntäsolujen jakautuessa. 
Transfektio voi olla myös transientti eli ohimenevä, jolloin siirretty geeni ekspressoituu 
isäntäsolussa vain tietyn ajanjakson, eikä siirretty geeni integroidu isäntäsolun genomiin.  
SiRNA ja miRNA eksosomien tuottamiseen stabiilin kannan valmistaminen on 
relevanttia. SiRNA:n ja miRNA:n siirtäminen soluihin, joissa solunulkoiset vesikkelit 
tuotetaan, perustuu yleensä nukleiinihapon siirtämiseen kemiallisella menetelmällä 
(Kosaka ym. 2010, Akao ym. 2011, Ohno ym. 2013, Kanada ym. 2015). Kemiallisissa 
menetelmissä negatiivisesti varautunut nukleiinihappo ja positiivisesti varautunut 
kemiallinen reagenssi muodostavat kompleksin (Holmen ym. 1995, Kim and Eberwine 
2010). Solukalvo on negatiivisesti varautunut, johon positiivisesti varautunut 
nukleiinihappokompleksi sitoutuu. Kompleksi otetaan solun sisään todennäköisesti 
endosytoosilla tai fagosytoosilla. Kaupallisia solujen tranfektioon kehitettyjä kemiallisia 
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reagensseja on useita ja niitä on käytetty onnistuneesti siRNA:n ja miRNA:n 
transfektoinnissa soluihin, joilla solunulkoisia vesikkeleitä halutaan tuottaa.  
Kosaka (2001) yhteistyökumppaneineen ylituottivat miRNA molekyylejä HEK-239 ja 
COS-7 soluissa. Kyseessä olevassa artikkelissa on kuvattu, miten he transfektoivat 
miRNA:ta ja lusiferaasireporttigeeniä sisältävät plasmidit kaupallisen lipofektamiini 
LTX-reagenssin avulla soluihin. Lisäksi synteettiset siRNA- ja miRNA-molekyylit 
transfektoitiin samoihin soluihin kaupallisella DhamaFECT-transfektioreagenssilla. He 
onnistuivat osoittamaan, että solut tuottivat in vitro sekä endogeenistä että eksogeenista 
miRNA:ta, kuten myös keinotekoisia, synteettisiä siRNA/miRNA molekyylejä (Kosaka 
ym. 2001). MiRNA:ta sisältävät eksosomit indusoivat kohdesolussaan in vitro geenin 
vaimenemisen ja myöhemmin osoitettiin, että miRNA:ta sisältävät eristetyt eksosomit 
hiljensivät in vivo eturauhassyövän hiirimallissa kohdegeenin (Iguchi ym. 2010). Kanada 
yhteistyökumppaneineen (2015) käyttivät Lipofektamiini 2000 -reagenssia siRNA:n 
transfektiossa soluihin (HEK-293, 4T1 ja MET-1).  Transfektion jälkeen soluja 
kasvatettiin noin kaksi päivää, jonka jälkeen solunulkoiset vesikkelit eristettiin. 
Mikrovesikkelien havaittiin kuljettavan siRNA:ta eksosomien sijaan. Ohno (2013) 
transfektoivat yhteistyökumppaneidensa kanssa miRNA ja siRNA synteettiset 
oligonukelotidit rintasyöpäsolulinjan soluihin (HCC70 ja HCC1954 ja MCF-7) sekä 
HEK-239 soluihin käyttämällä kaupallista HiPerFect-reagenssia. Lisäksi työssä solut 
transfektoitiin lusiferaasi-siRNA:lla HiPerFect-reagenssia apuna käyttäen ja osoitettiin, 
että eristetyt eksomit kuljettivat siRNA:n soluun in vitro. Hiirimallilla osoitettiin, että 
siRNA siirtyi GE11-kohdennetuista eksosomeista, jotka annosteltiin i.v. in vivo 
kasvaimeen, joka ekspressoi tuumorisolujen pinnalla EGFR-reseptoria. MiRNA (miR-
143) transfektoitiin kationisen liposomin LipoTrust EX Oligo -reagenssin avulla ihmisen 
monosyytti solulinjaan (THP-1) ja osoittivat solulinjan erittävän miR-143 sisältämiä 
mikrovesikkeleitä (Akao ym. 2011). Tavoitteena oli kehittää monosyytti/makrofaagi 
pohjainen kliininen sovellus, jossa syöpäpotilaan soluja muokataan tuottamaan haluttua 





2.2.2 Lataaminen eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin 
 
Eksogeenisella lataamisella viitataan siihen, että solunulkoiset vesikkelit eristetään ja 
tämän jälkeen siRNA tai miRNA ladataan eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin 
(Vader ym. 2016). Eksogeeniset latausmenetelmät voidaan jakaa fysikaalisiin ja 
kemiallisiin menetelmiin. Elektroporaatio, sonikaatio ja jäädytys/sulatus-menetelmät 
ovat fysikaalisia menetelmiä. Kemiallisia menetelmiä ovat mm. co-inkubaatio, saponiinin 




Elektroporaatiolla voidaan ladata siRNA:ta ja miRNA:ta solunulkoisiin vesikkeleihin 
niiden eristämisen jälkeen (Alvarez-Erviti ym. 2011, Cooper ym. 2014, Yang ym. 2015, 
Kamerkar ym. 2017). Elektroporaatiossa solukalvon rakenne tehdään läpäisevämmäksi 
johtamalla siihen lyhyt sähköinen impulssi (Neumann ym. 1982). Sähköinen pulssi 
aiheuttaa solukalvon reversiibelin hajoamisen, jolloin solukalvoon syntyy reikiä, joiden 
kautta mm. oligonukleotidit, peptidit, DNA, RNA, proteiinit ja erilaiset kemialliset 
reagenssit voivat kulkeutua solun sisälle. Alvarez-Erviti (2011) yhteistyökumppaneineen 
käyttivät kokeissaan 150 µg siRNA:ta, joka siirrettiin elektroporaatiolla (400V, 2x 125 
µF pulssia) 150 µg eksosomeja. Lamichhane ym. (2015) käyttivät 5 µg kaksoisjuosteista 
DNA:ta ja 10 µg solunulkoisia vesikkeleitä. Elektroporaatio tehtiin samalla tavoin kuin 
Alvarez-Erviti kumppaneineen. 12 µg eksosomeja ja 12 µg miRNA:ta elektroporoitiin 
350 V ja 150 µF pulssilla (Yang ym. 2017a). Ladattavien eksosomien määrä arvioidaan 
proteiinipitoisuuden perusteella, joka näyttää vaihtelevan riippuen kirjallisuuslähteestä. 
Jokaiseen kokeeseen olosuhteet optimoidaan erikseen ja ne vaihtelevat. Pomatto ym. 
(2019) tutkivat miRNA:n lataamista solunulkoisiin vesikkeleisiin 1–10 sähköpulssilla ja 
0,5–1 kV jännitteellä. He havaitsivat, että miRNA:n lataustehoa voidaan nostaa 
suurentamalla pulssien määrää ja korkeammilla jännitteillä. 1 kV ja 10 pulssia kuitenkin 
vahingoittaa solunulkoisten vesikkelien rakennetta. SiRNA:n latautumisteho 
elektroporaatiolla on usein julkaistuissa tutkimuksissa yliarvioitu (Koojimans ym. 2013). 
Koojimans yhteistyökumppaneineen totesivat, että siRNA aggregoituu voimakkaasti 
elektroporaatiossa.  He arvioivat, että elektroporaatiossa muodostuu kompleksi elektrodin 
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metalli-ionin ja elektroporaatiopuskurin hydroksidi-ionin välille, joka aiheuttaa siRNA:n 
voimakkaan saostumisen. Artikkelissa on esitetty heidän tekemänsä arvio, että todellinen 
latautumisteho oli vain 0,05 %, kun esimerkiksi Alvarez-Erviti ym. (2011) raportoivat 25 
% siRNA:n lataustehosta eksosomeihin. Koojimans ym. (2013) havaitsivat, että EDTA:n 
lisääminen elektroporaatiopuskuriin vähensi saostumien muodostumista. EDTA on 
reagenssi, joka kelatoi alumiini-ioneja, jolloin vuorovaikutus puskurin ja 
makromolekyylin välillä pienenee (Stapulionis 1999). Lamichhane ym. (2015) 
havaitsivat, että DNA:n koko vaikuttaa lataustehokkuuteen kuten myös lineaarisuus. Yli 
750 nt pituisten kaksijuosteisten lineaaristen DNA-molekyylien sekä noin 4,5–10 kb 
plasmidien latautuminen eksosomeihin elektroporaatiolla oli hyvin heikkoa. Vaikka 
elektroporaatiolla on saavutettu onnistuneita tuloksia, menetelmän skaalattavuus 




Sonikaatio-menetelmässä ultraäänen avulla vaikutetaan solukalvon läpäisevyyteen 
(Tachibana ym. 1999). Matalataajuisen ultraäänen vaikutuksesta solukalvoon muodostuu 
kavitaatio kuplia, jotka aiheuttavat pienien reikien muodostumisen solukalvoon, jota 
kautta esim. siirrettävä siRNA kulkeutuu solukalvon läpi solun sytosoliin (Tomizawa ym. 
2013). Ilmiötä kutsutaan myös nimellä sonoporaatio. Solunulkoisten vesikkelien 
kalvorakenne muistuttaa liposomien lipidikaksoiskerros kalvorakennetta. SiRNA:ta on 
ladattu eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin sonoporoimalla matalalla ultraääni 
taajuudella (35 kHz) 30 sekuntia (Lamichhane ym. 2016). Sonikaatiossa käytettiin 
vesihaude sonikaattoria ja ultraäänikäsittelyn jälkeen koeputket siirrettiin jäille noin 1 
minuutin ajaksi, jolloin kalvorakenteeseen muodostuneet pienet reiät sulkeutuvat. 
Sonikaatio toistettiin yhden kerran. Tällä tavoin valmistettujen siRNA:lla ladattujen 
solunulkoisten vesikkelien osoitettiin aiheuttavan sekä HEK-239 että MCF-7 
solulinjoissa kohdegeenien vaimenemista. Haney ym. (2015) latasivat katalaasia 
sonikaatiolla eksosomeihin anturisonikaattorilla (Qsonica Sonicator Q700) ja osoittivat 
tutkimuksessaan entsyymin tehostuneen latautumisen verrattuna passiiviseen 
inkubaatioon. Sonikaatiossa käytettiin useamman pulssin menetelmää ja välillä näyte 
viilennettiin jäillä. Kim ym. (2016) osoittivat tutkimuksessaan, että eksosomien 
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kalvorakenteen mikroviskositeetti vähenee merkittävästä sonikaation jälkeen, mutta 
kalvon uudelleen muodostuminen ei vaikuta eksosomin kalvoproteiinien ja -lipidien 
koostumukseen.  Tutkimuksessa havaittiin, että eksosomien kalvorakenne palautuu 
tunnin kuluessa inkuboitaessa +37 °C:ssa. Latausmenetelmänä sonikaatio on 
yksinkertainen ja onnistuessaan se olisi myös skaalattavissa suurempaan mittakaavaan. 
 
Jäädytys ja sulatus -menetelmä 
 
Jäädyttämällä ja sulattamalla solunulkoisia vesikkeleitä, voidaan vaikuttaa kalvon 
rakenteeseen. Katalaasi-entsyymi ladattiin eksosomeihin inkuboimalla 
huoneenlämmössä 30 min, jonka jälkeen näyte jäädytettiin nopeasti nestetypessä (-80 °C) 
ja sulatettiin huoneenlämmössä (Haney ym. 2015). Jäädytys/sulatus toistettiin kolme 
kertaa. Sato (2016) yhteistyökumppaneineen valmistivat samalla menetelmällä 
eksosomi-liposomi fuusioituja molekyylejä, joissa eksosomien ja liposomien 
kalvorakenteet yhdistyivät. He eristivät RAW264.7 makrofagien eksosomit ja yhdistivät 
eksosomit edelleen jäädytys/sulatus -menetelmällä fosfolipidi-pohjaisiin liposomeihin. 
Lisäksi Sato yhteistyökumppaneineen ylituottivat HER2-reseptorin antigeenia hiiren 
fibroblasti sarkooma -johdetuissa CMS7-soluissa ja eristivät näistä HER2-antigeenia 
pinnallaan ilmentävät eksosomit. Nämä eksosomit fuusioitiin edelleen liposomien kanssa 
osoittaen, että eksosomien pinnan proteiineja on mahdollista muokata ja muokatut 
eksosomit voidaan edelleen yhdistää synteettisiin liposomeihin. Eksosomi-liposomi 
fuusioituja vesikkeleitä tuotettiin myös inkuboimalla solunulkoisia vesikkeleitä, 
liposomeja ja plasmidia (5–6 kb) 12 tuntia +37 °C (Lin ym. 2018). Myös tällä tavoin 
pystyttiin valmistamaan plasmidia kuljettavia hybridimolekyylejä, jotka kohdentuivat 
haluttuun kohteeseen aiheuttaen geenin vaimenemisen MSC-soluissa. Suuren, noin 5–6 
kb plasmidin lataaminen eksosomeihin ei onnistu tehokkaasti esimerkiksi 








Koska elektroporaatio tai sonikaatio eivät välttämättä sovi menetelmiksi, jolla siRNA tai 
miRNA ladataan eksosomeihin, on pyritty kehittämään muita tapoja eksosomien 
lataamiseen. Yhtenä vaihtoehtona on muokata eksosomeihin ladattavaa siRNA:ta 
hydrofobisemmaksi (Didiot ym. 2016, O`Loughlin ym. 2017, Biscans ym. 2018, Haraszti 
ym. 2018). siRNA, joka kohdennettiin sitoutumaan Huntingtonin tautia aiheuttavaan 
geeniin, modifioitiin hydrofobisemmaksi kemiallisesti lisämällä siRNA-molekyyliin 
kolesterolia (Didiot ym. 2016). Hydrofobinen siRNA oli epäsymmetrinen molekyyli, 
joka koostui 12–15 nukleotidin kaksoisjuosteisesta osasta sekä yksijuosteisesta osasta, 
jossa pyrimidiinit olivat muokattu joko 2`fluoro- tai 2`O-metyyli-ryhmillä. 3`päähän 
koodaavaa juostetta oli kiinnitetty TEG (trietyyli glykoli)-linkkerillä kolesteroli, jolloin 
molekyylin hydrofobisuus lisääntyi. Hydrofobisen siRNA:n fosforotioaatti-hännällä 
stabiloitiin molekyyliä ja vältettiin proteiinikinaasi PKR:n aktivaatio, joka johtaa 
luonnollisen immuniteetin syntymiseen (Nallagatla ja Bevilacqua 2008).  
O`Loughlin (2017) yhteistyökumppaneineen muokkasivat siRNA:ta samalla tavoin, 
mutta fosforotioaatti-häntä oli lyhyempi, kaksi nukleotidia pitkä. Didiot (2016) 
yhteistyökumppaneineen käyttivät viiden nukleotidin häntää. siRNA:n kaksoisjuosteen 
pituus oli O`Loughlinin julkaisemassa molekyylissä 19 nukleotidia ja TEG-kolesteroli oli 
5`päässä koodaavaa juostetta. O`Loughlinin tutkima siRNA kohdennettiin ihmisen 
antigeeniin R, joka potentiaalisesti vähentää kasvaimen kasvua. Molemmissa esitetyissä 
tutkimuksissa nämä hydrofobisesti muokatut siRNA:t ladattiin eksosomien sisälle 
yksinkertaisesti inkuboimalla sekä siRNA:ta että eristettyjä eksosomeja. Didiot ym. 
(2016) inkuboivat +37 °C:ssa 90 min ja onnistuivat lataamaan muokattua siRNA:ta noin 
10–50 % teholla. He havaitsivat, että osa siRNA:sta kohdentui solunulkoisten vesikkelien 
sisälle, mutta suurin osa kohdentui vesikkelin pinnalle. Solukokeissa hiiren primääri 
kortikaalialueen neuroneilla onnistuttiin vaimentamaan kohdegeeni ja eläinkokeissa in 
vivo hiirimallissa havaittiin myös geenin vaimenemista.   In vivo kokeissa siRNA-
eksosomit annosteltiin injektiolla aivojen striatumiin. Muokattu siRNA ihmisen 
antigeenia R vastaan ladattiin eksosomeihin inkuboimalla 60 min +37 °C:ssa 
(O`Loughlin ym. 2016). Myös tässä artikkelissa pohdittiin, että muokattu siRNA 
kohdentui ekstrasellulaarisen vesikkelin lipidikuoreen.  
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Stremersch ym. 2016 tutkivat kolesteroli-konjugoidun siRNA:n lataamista 
puhdistettuihin solunulkoisiin vesikkeleihin. He totesivat, että siRNA:n kolesteroliosa 
ankkuroi siRNA:n solunulkoisen vesikkelin lipidikaksoiskerrokseen. Artikkelissaan he 
esittivät havaintonsa, että ladatut solunulkoiset vesikkelit otettiin solun sisään, mutta 
kohdegeenin vaimentamista ei onnistuttu osoittamaan. Haraszti (2018) 
yhteistyökumppaneineen havaitsivat, että optimoimalla kolesteroli-siRNA:ta 
kemiallisesti, voidaan vaikuttaa nukleiinihapon lataamiseen solunulkoisiin vesikkeihin. 
SiRNA:n kemiallinen muokkaus, kolesteroliosan sijainti (koodaavan juosteen 5` vai 3` 
pää), kuinka paljon siRNA:ta onnistutaan lataamaan solunulkoiseen vesikkeliin ja 
siRNA:n määrä solukokeissa vaikuttaa kohdegeenin vaimenemiseen. Esimerkiksi 
nukleotidin riboosiosan muokkaus voi vaikuttaa aktiivisuuden kasvuun in vivo (Hassler 
ym. 2018). Nukleotidien kemiallinen muokkaus vähentää eksoaktiivisuutta. 
Eksoaktiivisuutta voidaan vähentää myös solunulkoisten vesikkelien 
puhdistamismenetelmällä (Stremesch ym. 2018). Ainoastaan ultrasentrifugoinnilla 
puhdistetuissa solunulkoisissa vesikkeleissä on epäpuhtautena nukleaaseja, jotka 
hajottavat DNA:ta tai RNA:ta. Artikkelissaan he esittivät havaintonsa, että 
tiheysgradienttisentrifugoinnilla nukleaasiaktiivisuus vähenee. Myös kolesterolin ja 
siRNA:n välinen linkkeri vaikuttaa kohdegeenin vaimenemiseen (Haraszti ym. 2018). 
TEG- ja C7-linkkerit (2-aminobutyyli-1-3-propanedioli) ovat yleisesti käytettyjä, 
kaupallisia linkkeri-molekyylejä. Jos linkkeri-molekyyli ankkuroi siRNA:n liian 
stabiilisti solunulkoisen vesikkelin lipidikuoreen, siRNA otetaan mahdollisesti 
endosomin sisään, jolloin siRNA:n vapautuminen solun sytosoliin vähenee, joka 
vaikuttaa kohdegeenin vaimentumiseen (Dovydenko ym. 2016). Linkkeri-molekyyli, 
joka katkeaa solun sytosolissa, on tässä lähestymistavassa toivottavaa. 
Co-inkubaatio on yksi mahdollinen tapa ladata solunulkoisia vesikkeleitä eksogeenisesti. 
Menetelmä on mahdollista skaalata suurempaan mittakaavan ja oikein optimoiduilla 
siRNA molekyyleillä lataamisen riittävä toistettavuus on mahdollista saavuttaa. Kuten 
edellä todettiin, kohdegeenin vaimenemisessa on suuria eroavaisuuksia. Se, että 
kolesteroli-siRNA sitoutuu solunulkoisen vesikkelin membraaniin, ei välttämättä ole 







Lipofektamiini transfektioreagenssia voidaan käyttää siRNA:n lataamiseen eksosomeihin 
(Shatm ym. 2013, Yang ym. 2017b). Tämä on kemiallinen latausmenetelmä. 
Lipofektamiini on kationinen unilamellaarinen liposomi, jota yleisesti käytetään 
nisäkässolujen transfektioon (Ghosh ym. 2000). Negatiivisesti varautuneen siRNA:n ja 
positiivisesti varautuneen liposomin välille syntyy ioniset vuorovaikutukset, jonka 
jälkeen lipsomi kuljettaa siRNA:n eksosomin lipofiilisen kalvorakenteen läpi (Yang ym. 
2017b). siRNA otetaan eksosomiin endosytoosilla, kuten tapahtuu myös transfektoitaessa 
soluja (Ghosh ym. 2000, Yang ym. 2017b).  
Verisuonen endoteelin kasvutekijän (VEGF, vascular endothelial growth factor) siRNA 
ladattiin aivojen endoteelisoluista eristettyihin eksosomeihin kaupallista Lipofektamiini 
transfektioreagenssia käyttäen (Yang ym. 2017b). Reaktiossa käytettiin 200 µM siRNA, 
Lipofektamiini-reagenssia ja 3,2 µg eksosomeja, joita inkuboitiin +37 °C:ssa 2 tuntia. 
Glioblastooma soluja käyttäen onnistuttiin osoittamaan qPCR-menetelmällä, että siRNA-
eksosomi kompleksilla vaimennettiin vegf-geenin ilmentymisestä (75 %). siRNA-
eksosomi kompleksia ei puhdistettu ennen solukokeita, mutta tutkimuksessa käytettiin 
siRNA kontrolleja. Kontrollit inhiboivat 40–50 % vegf-geenin ilmentymistä glioblastoma 
soluissa.  
Kemiallista latausmenetelmää ja Lipofektamiini transfektioreagenssia käytettiin myös 
HeLa-soluissa tuotettujen eksosomien lataamiseen (Shatm ym. 2013). Tässä 
tutkimuksessa siRNA:ta ja eksosomeja inkuboitiin transfektioreagenssin kanssa 
huoneenlämmössä 30 min, jonka jälkeen vapaa siRNA puhdistettiin sentrifugoimalla 100 
kDa suodatinputkia käyttäen. Fluoresenssia mittaamalla selvitettiin, että siRNA:ta oli 
latautunut eksosomiin ja solukokeilla selvitettiin, että eksosomit kuljettivat siRNA:n 
kohdesoluihin, aiheuttaen kohdegeenin vaimentumisen ja syöpäsolujen tuhoutumisen. 
Wahlgren ym. (2012) käyttivät HiPerfect reagenssia siRNA:n lataamiseen eksosomeihin. 
He eivät kuitenkaan onnistuneet puhdistamaan transfektioreagenssia siRNA-eksosomi 
kompleksista ja totesivat, ettei tätä kemiallista tapaa voi käyttää siRNA:n lataamiseen 
eksosomeihin. Yang ym. (2017b) arvioivat, että siRNA:n latausteho eksosomiin 
Lipofektamiinia käyttäen on elektroporaatiota tehokkaampaa. Heidän mukaansa 






Saponiini on ei-ioniton pinta-aktiivinen aine, joka muodostaa kompleksin solukalvon 
kolesterolin kanssa, jolloin solukalvoon muodostuu reikiä (Podolak ym. 2010). 
Saponiinia voidaan käyttää helpottamaan molekyylien kulkeutumista solun sisälle tai 
vaihtoehtoisesti solujen hajotukseen. Fuhrmann yhteistyökumppaneineen (2015) 
vertailivat hydrofobisuuden suhteen erilaisia porfyriini molekyylejä ja niiden lataamista 
solunulkoisiin vesikkeleihin sekä passiivisesti että aktiivisesti saponiinin kanssa. 
Hydrofiilisimmän porfyriinin latautuminen parantui merkittävät käytettäessä saponiinia.  
Myös katalaasi entsyymiä ladattiin solunulkoisiin vesikkeleihin saponiinin avulla ja tässä 
tutkimuksessa havaittiin, että sen latautuminen vesikkeleihin tehostui saponiinia 
käytettäessä (Haney ym. 2015). In vivo saponiinilla on havaittu olevan hemolyyttistä 
aktiivisuutta ja se rajoittaa saponiinin käyttöä (Podolak ym. 2010). Käytetyn saponiini 
pitoisuus tulee olla alhainen ja solunulkoiset vesikkelit tulee ehdottomasti puhdistaa 




3 SOLUNULKOISTEN VESIKKELIEN KOHDENNUS AIVOIHIN 
 
3.1 Veri-aivoesteen rakenne 
 
Veri-aivoeste (BBB, blood-brain barrier) on kompleksinen kalvorakenne, jonka 
tehtävänä on suojata keskushermostoa (CNS, central nervous system) haitallisilta 
yhdisteiltä ja myrkyiltä (Ballabh ym. 2004, Abbott ym. 2006). Veri-aivoeste muodostuu 
aivojen hiusverisuonten endoteelisoluista (BMEC, brain microvascular endothelial cell), 
astrosyyteistä, perisyyteistä, endoteelisestä tyvikalvosta sekä viereisistä hermosoluista eli 




Kuva 3. Veri-aivoesteen (BBB) rakenne. Veri-aivoeste muodostuu hiussuonten endoteelisoluista, 
joita ympäröi tyvikalvo sekä astrosyytit ja perisyytit. Vierekkäisten endoteelisolujen väleissä on 
tiiviitä liitoksia. Astrosyytit toimivat linkkinä hermosolujen ja endoteelisolujen välillä (muokattu 
kuvasta Abbott ym. 2006, Chen ja Liu 2012).  
 
Veri-aivoeste toimii ns. fysikaalisena esteenä, jonka avulla mm. estetään haitallisten 
yhdisteiden kulkeutumista keskushermostoon.  Aivojen endoteelisolujen välillä on tiiviitä 
liitoksia, joiden avulla säädellään yhdisteiden parasellulaarista läpäisevyyttä eli 
yhdisteiden kulkeutumista solujen välistä. Tiiviiden liitosten alapuolella on 
endoteelisolujen välisiä vyöliitoksia (adherens junction), joissa kalvoproteiini kadheriini 
sitoutuu solun tukirangan aktiiniin kateniini proteiinin välityksellä.  
 
3.2 Kuljetusmekanismit veri-aivoesteen läpi 
 
Molekyylit kulkeutuvat veri-aivoesteen läpi useilla erilaisilla mekanismeilla (Abbott ym. 
2006, Lajoie ja Shusta 2015). Näitä ovat para- ja transsellulaarinen diffuusio, 
proteiinivälitteinen kulkeutuminen, reseptorivälitteinen transsytoosi (RMT, receptor 
meadiated transcytose) sekä adsorptiovälitteinen transsytoosi (AMT, adsorptive mediated 
transcytose). Effluksi systeemillä haitallisia yhdisteitä kuljetetaan takaisin aivoista 




Kuva 4. Kuljetusmekanismit veri-aivoesteen (BBB) läpi. a) Parasellulaarinen reitti eli 
hydrofiiliset pienet molekyylit kulkeutuvat tiiviiden liitosten läpi b) Transsellulaarinen reitti eli 
lipofiiliset molekyylit diffundoituvat BBB:n läpi c) Kuljetinproteiinien välittämä reitti (mm. 
glukoosin ja aminohappojen kulkeutuminen) d) Efflux-pumppu kuljettaa haitallisia yhdisteitä 
aivoista verenkiertoon e) Reseptorivälitteinen transsytoosi (RMT) (esim. insuliini) ja f) 
Adsorptiivinen transsytoosi (kationisten molekyylien kuten albumiini) (Muokattu kuvasta Abbott 
ym. 2006, Chen ja Liu 2012). 
 
Ainoastaan hyvin pienet, alle 400 kDa, hydrofiiliset molekyylit voivat kulkeutua veri-
aivoesteen läpi parasellulaarisesti eli vierekkäisten endoteelisolujen välistä, tiiviiden 
liitosten kautta (Levin 1980). Molekyylien kulkeutuminen veri-aivoesteen läpi tapahtuu 
enimmäkseen transsellulaarisesti. Pienet kaasumaiset molekyylit, kuten O2 ja CO2,  
läpäisevät aivojen endoteelisolut transsellulaarisesti konsentraatiogradientin mukaisesti 
(Grieb ym. 1985). Samalla tavoin pienet, lipofiiliset yhdisteet, kuten alkoholi ja 
steroidihormonit, diffundoituvat veri-aivoesteen läpi (Abbott ym. 2006, Chen ja Liu 
2012). Hydrofiiliset molekyylikooltaan pienet ravinteet, kuten glukoosi, aminohapot ja 
nukleotidit, kuljetetaan veri-aivoesteen läpi kuljetinproteiinien avulla 
konsentraatiogradientin mukaisesti (Ohtsuki ja Terasaki 2007). 
Effluksi-pumpuilla aivoista kuljetetaan haitallisia molekyylejä takaisin verenkiertoon 
(Lajoie ja Shusta 2015). Näistä tunnetuimpia ovat P-glykoproteiini (P-gp), rintasyöpä 
resistanssi proteiini (BCRP) ja multi-lääke resistanssiin liittyvä proteiini 1 (MRP-1), jotka 
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sijaitsevat plasmamembraanin endoteelisolujen apikaalipuolella ja tunnistavat monia 
lipofiilisiä yhdisteitä kuljettaen ne takaisin verenkiertoon.  
Suuret molekyylit kuljetetaan veri-aivoesteen läpi transsytoosin avulla, joka voidaan 
jakaa reseptorivälitteiseen (RMT) tai adsorptiiviseen (AMT) transsytoosiin (Abbott ym. 
2006, Lajoie ja Shusta 2015). Esimerkiksi insuliini kuljetetaan RMT-mekanismilla veri-
aivoesteen läpi (Padridge ym. 1985). Myös transferriini, leptiini ja lipoproteiinit 
kuljetetaan RMT-mekanismilla aivoihin (Descamps ym. 1996, Dehouck ym. 1997, 
Golden ym. 1997). Seerumin kationiset proteiinit, kuten albumiini, kuljetetaan AMT-
mekanismin avulla veri-aivoesteen läpi (Smith ja Borchardt, 1989).  
Proteoglykaanit aivojen hiussuonten endoteelisolujen kalvolla aiheuttavat solukalvon 
pintaan negatiivisen varauksen (Vorbrodt 1989). AMT-mekanismissa positiivisesti 
varautunut seerumin proteiini tai muu molekyyli vuorovaikuttaa negatiivisesti 
varautuneen solukalvon kanssa (Hervé ym. 2008). Solukalvoon muodostuu kuoppa, joka 
edelleen kuroutuu vesikkeliksi, jonka sisällä molekyylit kulkeutuvat veri-aivoesteen läpi 
ja vapautetaan aivoihin. Osa molekyyleistä kulkeutuu endosomaalista reittiä myöten ja 
lopulta hajotetaan lysosomeissa. RMT-mekanismissa hyödynnetään endosytoottista 
reittiä. Ligandi sitoutuu solukalvon pinnalla sijaitsevaan reseptoriin, jonka jälkeen 
solukalvoon muodostuu kuoppa, josta kuroutuu edelleen endosomi, jonka sisällä ligandi-
reseptori-kompleksi kulkeutuu veri-aivoesteen läpi. Veri-aivoesteen transsytoosi 
näyttäisi vaativan sekä klatriini päällystettyjä vesikkeleitä että kaveoli vesikkeleitä. 
Muihin solutyyppeihin verrattuna, aivojen endoteelin spesifinen transsytoosireitti on 
säädelty siten, että todella vähäinen määrä endosomeista kulkeutuu lysosomeihin ja 
edelleen hajotukseen (Candela ym. 2008). Tällä hetkellä uskotaan, että edellä mainitut 
kaksi transsytoosireittiä ovat pääasiallisesti käytössä veri-aivoesteessä. Stamatovic 
(2012) yhteistyökumppaneineen havaitsivat, että makropinosytoosi mekanismia 







3.3 Veri-aivoesteen reseptorit 
 
Kehitettäessä lääkkeitä keskushermoston sairauksiin, molekyylin on kohdennuttava 
aivoihin. Yleisin strategia kuljettaa lääkemolekyylejä aivoihin veri-aivoesteen läpi, on 
hyödyntää RMT-mekanismia, joka on tarkemmin kuvattu kappaleessa 3.2. Esimerkiksi 
Friden (1991) yhteistyökumppaneineen valmistivat vasta-ainekonjugaatin ja osoittivat 
rotilla, että vasta-ainekonjugaatti kohdentui transferriinireseptoriin ja metotreksaatti 
kulkeutui veri-aivoesteen läpi in vivo. RMT-mekanismia on hyödynnetty mm. vasta-
aineiden, rekombinanttiproteiinien, RNA:n, DNA:n ja nanolääkkeiden kuljettamisessa 
(Lajoie ja Sushta 2015, Matsumoto 2017).  
Zuchero (2016) yhteistyökumppaneineen analysoivat transkriptomiikka- ja 
proteomiikkamenetelmillä hiiren aivojen endoteelisoluja, tavoitteenaan löytää uusia 
mahdollisia reseptoreita lääkkeiden kuljettamiseen veri-aivoesteen läpi. Tuloksissaan he 
havaitsivat, että eniten aivojen endoteelisoluissa ilmennettiin glukoosin kuljetinproteiini- 
(Glut1), transferriini- (TfR) ja basigiinireseptoreita (Bsg). Insuliini- (InsR), alhaisen 
tiheyden lipoproteiini- (Lrp1 ja Ldlrad3) ja transkobalmiinireseptoreita (CD320) 
ilmennettiin hyvin vähäisiä määriä. Potentiaalisia uusia reseptoreita, kuten CD98hc 
(solute carrier CD98 heavy chain), Ldlrad3 ja CD320 tutkittiin tarkemmin, joista CD98hc 
vaikutti lupaavimmalta, koska tämän reseptorin kautta pystyttiin osoittamaan vasta-
aineen kulkeutuminen veri-aivoesteen läpi ja lisäksi pystyttiin havaitsemaan 
farmakodynaaminen vaste. Tässä tutkimuksessa vasta-aineen kuljettama BACE1-
entsyymin osoitettiin vähentävän amyloidiplakkien määrää aivoissa systeemisellä 
annostelulla. Myös monet muut tutkimusryhmät ovat seuloneet kohdentamiseen sopivia 
molekyylejä. Muruganandam ym. (2002) havaitsivat, että FC5-vasta-aine akkumuloituu 
hiiren aivoihin ja Abulrob ym. (2005) osoittivat, että se otetaan veri-aivoesteen läpi RMT-
mekanismilla, jossa FC5-vasta-aine sitoutuu solun pinnan α-(2,3)-sialyloituun 
glykoproteiiniin (TMEM30A). Kumar (2007) yhteistyökumppaneineen havaitsi, että 
raivotautivirus kulkeutuu veri-aivoesteen läpi. Tutkimuksissaan he kehittivät 29 
aminohapon pituisen raivotautivirus glykoproteiini peptidin, jonka oli todettu sitoutuvan 
nikotiini asetyylikoliinireseptorin (nAchR) α1-alayksikköön (Lentz ym. 1990). RVG29-
peptidin osoitettiin akkumuloituvan melko spesifisesti hiiren aivoihin (Kumar ym. 2007).  
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RMT-mekanismin haittapuolena on usein se, että veri-aivoesteen pinnalla sijaitseva 
reseptori ilmentyy myös muualla elimistössä (Jones and Shusta 2007). Uusia, spesifisiä 
veri-aivoesteen endoteelisolujen pinnan reseptoreita tulee kartoittaa edelleen.  Lisäksi 
reseptorin kuljetuskapasiteetti saattaa olla matala, jolloin vain hyvin vähäinen määrä 
lääkettä kulkeutuu keskushermostoon. Tämä vaatii, että kehitetty lääkemolekyyli on 
mahdollisimman potentti. 
 




Keskushermostoon kohdennettavat solunulkoiset vesikkelit annostellaan useimmiten 
laskimoon pistoksena (i.v.), jolloin solunulkoiset vesikkelit läpäisevät veri-aivoesteen 
(Alvarez-Erviti ym. 2011, Cooper ym. 2014, Yang ym. 2017a). Toinen vaihtoehtoinen 
antoreitti on nenän kautta intranasaalisesti (i.n.), jota tutkimuksissa on käytetty jonkin 
verran (Haney ym. 2015, Perets ym. 2019). Nenän kautta annosteltaessa solunulkoiset 
vesikkelit ohittavat veri-aivoesteen. Haney (2015) yhteistyökumppaneineen osoittivat 
Parkinsonin taudin hiirimallilla, että eksosomien avulla voidaan kuljettaa katalaasia 
aivoihin intranasaalisesti annosteltaessa. Katalaasi on antioksidantti, jota käytetään 
Parkinsonin taudin hoidossa.  Mesenkymaalisista kantasoluista (mesenchymal stem cells, 
MSC) eristettyjä eksosomeja annosteltiin intranasaalisesti ja niiden kulkeutumista 
aivoihin kuvannettiin noninvasiivisesti in vivo (Perets ym. 2019). 
Kuvantamismenetelmässä eksosomit leimattiin kultananopartikkeleilla ja niiden 
kulkeutuminen visualisoitiin röntgentietokonetomografia (CT)-laitteen avulla (Betzer 
ym. 2017). Peretsin (2019) ja yhteistyökumppaneiden tutkimuksessa käytettiin erilaisia 
hiirelle indusoituja tautimalleja, kuten neurovaskulaarinen iskeeminen aivohalvaus, 
neurodegeneratiiviset Parkinsonin ja Alzheimerin taudit sekä neuropsykiatrisen autismin 
häiriön tautimallia. Eksosomien kulkeutumista ja kertymistä aivoihin seurattiin 96 tuntia. 
Terveillä hiirillä eksosomit puhdistuivat elimistöstä 24 tunnissa, mutta kaikissa neljässä 
tautimallissa havaittiin MSC-eksosomien kertymistä ja lisääntymistä spesifisesti 
sairaudesta riippuen aivojen eri alueille 96 tunnin ajan.  
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3.4.2 Kulkeutuminen veri-aivoesteen läpi 
 
Keskushermostossa (CNS) solunulkoiset vesikkelit vaikuttavat aivojen normaaliin 
toimintaan kuten myös keskushermostollisten sairauksien syntymiseen ja kehittymiseen 
(Matsumoto ym 2017, Stanimirovic ym. 2018). Vaikka todisteita on, että solunulkoiset 
vesikkelit voivat kulkeutua veri-aivoesteen läpi verenkierrosta keskushermostoon, 
mekanismia miten tämä tapahtuu, ei vielä täysin ymmärretä. On havaittu, että eksosomit, 
jotka on tuotettu esim. aivojen endoteelisoluissa, otetaan takaisin aivojen 
endoteelisoluihin tehokkaammin kuin muissa soluissa tuotetut eksosomit (Haqqani ym. 
2013). Ilmiötä kutsutaan homotropismiksi. Ihmisen aivojen endoteelisolujen tuottamat 
eksosomit sisältävät myös kudosspesifisiä biomarkkereita sekä RMT-reseptoreita. 
Eksosomien pintaproteiineja voidaan myös muokata ja lisätä näin solunulkoisten 
vesikkeleiden kohdentumista aivoihin (Alvarez-Erviti ym. 2011). 
 
Muokkaamattomien solunulkoisten vesikkelien kulkeutuminen keskushermostoon 
 
Haqqani (2013) yhteistyökumppaneineen käyttivät tutkimuksissaan glioblastooma ja 
neuroektodermaali lähtöisiä eksosomeja. Tetraspaniini proteiinit, kuten CD63, CD81 ja 
CD9 sijaitsevat eksosomin pinnalla ja niillä on merkittävä rooli solujen välisessä 
kommunikaatiossa. Yang ym. (2015) havaitsivat tutkimuksissaan seeprakaloilla, että 
aivojen endoteelisoluilla tuotetut solunulkoiset vesikkelit ilmentävät vesikkelin kalvolla 
merkittävästi korkeampia määriä CD63-tetraspaniiniproteiinia. Tutkimuksessa 
analysoitiin endoteelisolulinjan (bEND.3) lisäksi aivojen glioblastooma (A-172), aivojen 
hermosolu glioblastooma-astrosytoma (U-87) ja neuroektodermaalinen tuumori (PFSK-
1) solulinjojen eksosomeja ja päädyttiin siihen, että CD63-proteiinin ilmentyminen 
bEND.3-eksosomeissa saattaa vaikuttaa reseptorivälitteiseen kuljetukseen veri-
aivoesteen läpi. Samassa tutkimuksessa osoitettiin, että näillä bEND.3-eksosomeilla 
voidaan kuljettaa myös rodamiini 123-leimaa sekä doksorubisiini ja paklitakseli 
syöpälääkkeitä veriaivoesteen läpi in vivo. Tutkimuksen perusteella esitettiin hypoteesi, 
että aivosoluista eristetyt eksosomit ilmentävät pinnallaan aivoille spesifisiä 
biomarkkereita, joita hyödynnetään molekyylien kuljettamisessa veriaivoesteen läpi 
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energiaa vaativalla, aktiivisella reseptori välitteisellä endosytoosilla. Myös Chen 
yhteistyökumppaneineen (2016) päätyivät tutkimuksissaan siihen, että eksosomit 
kulkeutuvat soluun endosytoosilla, joka tarvitsee energiaa. Tässä tutkimuksessa 
analysoitiin HEK-293T-soluissa tuotettuja eksosomeja ja miten nämä eksosomit 
kulkeutuvat in vitro BMEC-yksisolukerroksen läpi. Solukokeiden perusteella päädyttiin 
siihen, että eksosomit kulkeutuvat veri-aivoesteen läpi enimmäkseen aktiivisella 
endosytoosilla. Aivohalvauksen olosuhteissa, jolloin veri-aivoesteen rakenne on 
”löystynyt”, eksosomit näyttävät kulkeutuvan transsellulaarisesti veri-aivoesteen läpi.  
Keskushermostoon liittyvissä sairauksissa aivot ovat usein ns. tulehdustilassa. Yuan ym. 
(2017) osoittivat artikkelissaan, että muokkaamattomilla makrofagien eksosomeilla 
voidaan kuljettaa proteiineja, kuten aivoperäistä neurokasvutekijää, (BDNF, brain 
derived neutrotrophic factor) veri-aivoesteen läpi ja kulkeutuminen paranee aivojen 
tulehdustilassa. Artikkelissa eksosomit tuotettiin RAW264.7 solulinjalla ja eksosomien 
kulkeutuminen veri-aivoesteen läpi osoitettiin in vitro veri-aivoesteen mallilla, jossa 
käytettiin ihmisen aivojen endoteelisoluja (hCMEC, human celebral microvascular 
endothelial cells) sekä in vivo hiirillä. Aiemmin on osoitettu, että integriini-lymfosyytti 
toimintoon liittyvä antigeeni (LFA-1, lymphocyte function-associated antigen 1) ja 
solujen välinen adheesio molekyyli (ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1) 
endoteelisoluissa vuorovaikuttavat makrofagien eksosomien kanssa ja eksosomit otetaan 
näiden proteiinien avulla solun sisään (Jang ym. 2013). Yuan ym. (2017) osoittivat, että 
näitä proteiineja ilmennetään myös hCMEC-solujen pinnalla ja ICAM-1 proteiinin 
ekpressio endoteelisolujen pinnalla lisääntyy tulehdustilassa. Solukokeissa molemmat 
LFA-1 ja ICAM-1 proteiinit näyttäisivät liittyvän eksosomien kulkeutumiseen aivojen 
endoteelisoluihin. Lisäksi havaittiin, että hiilihydraatteja sitova C-tyyppinen 
lektiinireseptori saattaa vaikuttaa eksosomien soluun ottoon. Aiemmin on osoitettu 
dendriittisolujen eksosomeilla, että eksosomit otetaan soluihin mannoosia/glukosamiinia 
sitovan C-tyypin lektiinireseptorin avulla (Hao ym. 2007). 
Aivojen endoteelisoluista lähtöisin olevat solunulkoiset vesikkelit sisältävät mm. 
transferriini (TfR), insuliini (IR), LRP- (low density-lipoprotein receptor related protein), 
LDL- (low density-lipoprotein) ja TMEM30A-reseptoreita, joiden avulla 
makromolekyylejä kuljetetaan veri-aivoesteen läpi, kuten kappaleessa 3.3 on kuvattu 
(Haqqani ym. 2013).  
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siRNA:n ja miRNA:n kuljettaminen solunulkoisilla vesikkeleillä keskushermostoon 
 
Alvarez-Erviti ym. (2011) kohdensivat tuottamansa eksosomit aivoihin hyödyntäen 
RMT-mekanismia. Tässä työssä käytettiin hiirestä eristettyjä dendriittisoluja, joiden 
tuottamat eksosomit ilmentävät kalvon pinnalla Lamp2B-proteiinia (lysosomiin liittyvä 
membraaniproteiini 2B). Jotta varmistuttiin eksosomien kohdentumisesta aivoihin, 
Lamb2B proteiinisekvenssin N-terminukseen lisättiin RVG-peptidin sekvenssi. Sama 
ryhmä julkaisi myös alfa-synukleiini (α-Syn) siRNA:n sisältävien eksosomien 
kohdentamisessa aivoihin käyttämällä dendriittisoluja Lamb2B-RVG-
kohdentamisstrategiaa (Cooper ym. 2014). Lamb2B-RVG-kohdentamisstrategiaa 
käytettiin myös BM-MSC-soluilla kohdennettaessa miR-124 sisältäviä eksosomeja 
aivoihin (Yang ym. 2017a). Näissä kaikissa tutkimuksissa osoitettiin, että hiireen i.v. 
annostellut eksosomit kuljettivat siRNA:n tai miRNA:n aivoihin veri-aivoesteen läpi 
estäen kohteena olleen geenin ilmentymisen.  
Eksosomin pinnalla ilmentyvän Lamp2B-proteiinin sijaan on käytetty myös muutamia 
muita proteiineja, joihin kohdentamiseen sopiva peptidi on fuusioitu. Verihiutaleista 
peräisin oleva kasvutekijäreseptori (PDGFR) ilmenee eksosomien pinnalla ja siihen on 
fuusioitu kohdentamiseen sopiva peptidi (Ohno ym. 2013). Eksosomien pinnan 
laktadheriini proteiinin C1C2 osaa on käytetty myös kohdentamispeptidien fuusioinnissa 
eksosomiin (Zeelenberg ym. 2008). Tässä tutkimuksessa kasvaimen antigeeni fuusioitiin 
eksosomin pinnan proteiiniin. Hung ja Leonard (2015) osoittivat artikkelissaan, että 
fuusioitavaan peptidiin voidaan lisätä N-glykosylaatio kohta, joka suojaa eksosomin 
kohdennuksessa käytettävää peptidiä proteolyyttiseltä hajoamiselta solunulkoisten 
vesikkelien biogeneesin ja erityksen aikana sekä edesauttaa sitä, että kohdennukseen 
käytettävä peptidi ilmentyy eksosomin pinnalla ja säilyttää kyvyn sitoutua 
kohdereseptoriin in vivo. Tässä artikkelissa osoitettiin eksosomin kulkeutuminen 
neuroblastooma soluihin in vivo.  
Yang ym. (2017b) havaitsivat tutkimuksissaan, että aivojen endoteelisolujen tuottamilla 
eksosomeilla voidaan kuljettaa siRNA veri-aivoesteen läpi. siRNA oli kohdennettu 
verisuonen endoteeli kasvutekijä (vegf) -geeniin ja geenin vaimentumista testattiin sekä 
aivosyöpäsoluilla in vitro että aivosyövän seeprakalamallilla in vivo. Kulkeutumista veri-
aivoesteen läpi tutkittiin eksosomeilla, joihin oli ladattu fluoresoiva siRNA. Tulosten 
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mukaan siRNA kulkeutui veri-aivoesteen läpi. In vivo tulokset seeprakalamallilla tukivat 
havaintoa, että siRNA kulkeutui eksosomeissa veri-aivoesteen läpi ja vaikuttivat 
inhiboivasti kasvaimen kasvuun.  
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II KOKEELLINEN OSA 
 
4 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Pro gradu -tutkielman kokeellinen osa tehtiin Helsingin yliopistossa, Farmaseuttisten 
biotieteiden osastolla, Biofarmasian ryhmässä ajanjaksolla 1.11.2018 – 31.3.2019. Työn 
tavoitteena oli tuottaa ARPE-19 soluilla solunulkoisia vesikkeleitä, ladata näihin 
siRNA:ta ja osoittaa solukokeilla ladattujen solunulkoisten vesikkelien funktionaalisuus. 
Ennen siRNA:n lataamista solunulkoisiin vesikkeleihin, latauskokeita testattiin 
fluoresoivalla (5-FAM) leimatulla kaksijuosteisella DNA oligonukleotidilla. ARPE-19 
solut valittiin solunulkoisten vesikkelien tuottamiseen, koska näille soluille oli Astrid 
Subrizin (julkaisematon) optimoima solukoemenetelmä. Funktionaalisuuden 
osoittamiseen käytettiin kvantitatiivista polymeraasiketjureaktio (qPCR) -menetelmää. 
Menetelmässä mitattiin gapdh-geenin ilmentymistä jakautuvissa ARPE-19 soluissa. 
Gapdh-geenille spesifinen siRNA ladattiin solunulkoisiin vesikkeleihin ja näillä 
vesikkeleillä testattiin, estääkö siRNA gapdh-geenin ilmentymistä solussa. Koska ARPE-
19 soluissa tuotettuja solunulkoisia vesikkeleitä ei pystytty tuottamaan latauskokeisiin 
tarvittavia määriä, työssä käytettiin bioreaktorissa tuotettuja PC-3 solujen sekä aiemmin 
punasoluista eristettyjä solunulkoisia vesikkeleitä. 
 
5 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
5.1 Solujen kasvatus 
 
Tässä työssä käytettiin ARPE-19 soluja, jotka ovat ihmisestä eristettyjä adherentteja 
aikuisen silmän retinan pigmentti epiteelisoluja (RPE) (ATCC® CRL-2302™, USA). 
Lisäksi työssä käytettiin PC-3 soluja, ihmisestä eristettyjä adherentteja eturauhassyövän 
epiteelisoluja (ATCC® CRL-1435™, USA). Solukasvatuksissa käytettiin Gibcon™ 
valmistamia reagensseja (ThermoFisher Scientific, USA) ja Sarstedtin™ valmistamia 
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solukasvatuspulloja ja -kuoppalevyjä (Sarstedt, Saksa). ARPE-19 solut kasvatettiin 
HERAcell™ 150-inkubaattorissa (Kendro Laboratory Products, USA) +37 °C 
lämpötilassa, 95 % suhteellisessa kosteudessa ja 7 % CO2-pitoisuudessa. 
ARPE-19 solut kasvatettiin DMEM/F12–10 % FBS–100 U/ml Penisilliini–100 µg/ml 
Streptomysiini -kasvatusalustassa. ARPE-19 soluja (1x106 solua / pullo) kasvatettiin 25–
28 millilitrassa kasvatusalustaa, yhdeksässä T175 cm2 kasvatuspullossa (+37 °C, 95 % 
suhteellinen kosteus ja 7 % CO2-pitoisuus). Solunulkoisia vesikkeleitä tuotettaessa 
käytettiin EV-vapaata 10 % FBS:ää, joka valmistettiin ultrasentrifugoimalla 25 % FBS– 
DMEM/F12 -kasvatusalustaa SW32 Ti -roottoria käyttäen 110 000 x g, 19–20 tuntia,     
+4 °C lämpötilassa Beckman Coulter Optima L-80 XP -ultrasentifuugilla (Coulter, USA) 
käyttäen polypropyleeni ultrasentrifugiputkia (Beckman Coulter, 25x89 mm). 
Ultrasentrifugoitu EV-vapaa kasvatusalusta pipetoitiin lasipulloon ja steriilisuodatettiin 
0,22 µm PES-suodattimella Sartolabin RF250 suodatuspullolla (Sartorius, Saksa). 
Solujenulkoiset vesikkelit kerättiin kasvatuspullosta kaksi kertaa viikossa ja samalla 
soluille vaihdettiin tuore EV-vapaa kasvatusalusta. ARPE-19 solut jaettiin kerran 
viikossa. Solujen jakamisen yhteydessä solut pestiin 10 ml:lla 1xDPBS-puskuria (ilman 
MgCl2- ja CaCl2-suoloja). Solut irrotettiin kasvatuspullosta inkuboimalla 1 min 
huoneenlämmössä 3–4 ml:ssa TrypLE-entsyymiä (Gibco), jonka jälkeen entsyymiliuos 
poistettiin ja kasvatuspulloa inkuboitiin 5–10 min +37 °C:ssa CO2 -inkubaattorissa. 
Tämän jälkeen kasvatuspulloa ”taputeltiin”, jotta ARPE-19 solut irtoavat kasvatuspullon 
pohjasta. Solut resuspensoitiin 6 ml:aan kasvatusalustaa ja jaettiin 1 ml / T175 cm2 
kasvatuspullo, johon oli lisätty EV-vapaata kasvatusalustaa 24–27 ml. Solut laskettiin 
samalla, kun ne jaettiin.  
Resuspensoiduista soluista otettiin 100 µl:n näyte, joka laimennettiin 1/2 lisäämällä 100 
µl 0,4 % Trypan sininen-värireagenssia (Gibco). 10 µl näytettä pipetoitiin Bürkerin 
kammioon, jonka jälkeen solut laskettiin mikroskooppia (Leica) käyttäen. Solut laskettiin 
3–4 Bürkerin kammion neliöistä ja tuloksista laskettiin keskiarvo. Solujen kasvua ja 
morfologiaa seurattiin mikroskopoimalla, kuten myös mahdollisia bakteeri tms. 
mikrobikontaminaatioita. Kasvatusalustan väri muuttui solujen kasvaessa punaisesta 
oranssiin, kasvatusalustan pH:n muuttuessa solujen kasvun seurauksesta happamaksi.   
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Solukokeisiin kasvatettiin 1x105 ARPE-19 solua / kuoppa 1 ml:ssa kasvatusalustaa 24 
tuntia 24-kuoppalevyllä. Kahdesta T75 cm2 kasvatuspullosta, joiden solulinjan 
jakamiskertojen määrä oli P23, irrotettiin TrypLE-entsyymillä solut kuten edellä on 
kuvattu.  
PC-3 solut kasvatettiin CELLine D 1000 -bioreaktorissa (Sigma-Aldrich, USA) ja 
soluissa tuotetut solunulkoiset vesikkelit saatiin valmiiksi kerättyinä. Liitteessä 1 kuvassa 
L1 on kuvattu solujen kasvatus ja solunulkoisten vesikkelien keräys bioreaktorista. 
ARPE-19 solulysaatti valmistettiin pesemällä solut kolme kertaa kylmällä 1xDPBS-
puskurilla. Solut hajotettiin 1 ml:lla RIPA-puskuria (Thermo Scientific, USA), johon oli 
lisätty 100 µl 10xPhosStop proteaasi inhibiittoreita (Roche, Sveitsi) ja 100 µl Protease 
Inhibitor Coctail-liuosta (Sigma Aldrich, USA) ja inkuboimalla jäillä 5 min. Solut 
irrotettiin mekaanisesti solukasvatuspullon pinnalta solukaapimella ja pipetoitiin 1,5 ml:n 
Eppendorf-putkiin. Näyte sentrifugoitiin 14000 x g, 15 min, +4 °C (Eppendorf 5810, 
Eppendorf, Saksa) ja supernatantti pipetoitiin uuteen 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen.  
 
5.2 Solunulkoisten vesikkelien eristäminen 
 
Solunulkoiset vesikkelit kerättiin kasvatusalustasta 50 ml:n Falcon-putkiin, jonka jälkeen 
mahdolliset solujen jäänteet sentrifugoitiin pois. Supernatantti sentrifugoitiin 
kaksivaiheisella differentiaalisentrifugoinnilla, jonka jälkeen mikrosomi- ja 
eksosmifraktiot yhdistettiin ja puhdistettiin edelleen gradienttisentrifugoinnilla. 
Iodixanol-reagenssi (Optiprep™) poistettiin sentrifugoimalla 10 kDa suodatinputkilla ja 
pesemällä useita kertoja kylmällä 1xPBS-puskurilla. Kuvassa 5 on esitetty kaaviokuvana 




Kuva 5. Solunulkoisten vesikkelien eristäminen kaaviokuvana. Solunulkoiset vesikkelit kerättiin 
kasvatusalustasta ja eristettiin ultrasentrifugoimalla kaksi vaiheisesti. Sentrifugointien jälkeen 
mikrosomit ja eksosomit resuspendoitiin 1xPBS puskuriin. Solunulkoiset vesikkelit puhdistettiin 
edelleen proteiineista gradienttisentrifugoinnilla käyttäen OptiPrep™-reagenssia. 
Gradienttisentrifugoinnin jälkeen OptiPrep™-reagenssi puhdistettiin Amicon ultra-15 10 kDa 
suodatusputkilla (muokattu kuvasta Faruqu ym. 2018). 
 
5.2.1 Differentiaalinen sentrifugointi 
 
ARPE-19 ja PC-3 soluissa tuotetut solunulkoiset vesikkelit eristettiin kasvatusalustasta 
kaksi kertaa viikossa. Differentiaalisentrifugoinnissa partikkelit sedimentoituvat tietyillä 
nopeuksilla. Partikkelien koko, muoto ja tiheys sekä partikkeleita ympäröivän liuoksen 
lämpötila ja viskositeetti, vaikuttavat partikkelien sedimentoitumiseen. Kasvatusalustasta 
sentrifugoitiin Eppendorf 5810R-sentrifuugilla mahdolliset solut ja solujen jäänteet 50 
ml:n Falcon-putkissa 25 minuuttia, 2500 x g ja +4 °C. Mikrovesikkelit eristettiin 
supernatantista ultrasentrifugoimalla SW-32 Ti -roottorilla 20 000 x g, 1-1,5 tuntia ja +4 
°C lämpötilassa (Beckman Coulter Optima L-80 XP, USA) käyttäen polypropyleeni 
ultrasentifuugiputkia (Beckman Coulter, 25x89 mm). Eksosomit ultrasentifugoitiin 
supernatantista käyttäen SW-32 Ti -roottoria 110 000 x g, 2–3 tuntia ja +4 °C. 
Supernatantti heitettiin pois. Molempien sentrifugointien jälkeen pelletit resuspendoitiin 
kylmään 1xPBS-puskuriin. Eksosomi ja mikrovesikkeli pelletit yhdistettiin ja näytteiden 
lopullinen näytetilavuus oli 500 µl. Differentiaalisen sentrifugoinnin jälkeen näytteet joko 
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puhdistettiin gradienttisentrifugoinnilla tai säilöttiin -80 °C pakastimeen myöhempää 




Gradienttisentrifugoinnissa solunulkoiset vesikkelit puhdistetaan tiheyteen perustuen 
mm. proteiineista ja muista mahdollisista epäpuhtauksista. Tässä työssä käytettiin ns. 
epäjatkuvaa tiheysgradienttia (discontinuous density gradient). 
Differentiaalisentrifugoitu näyte (500 µl) ja 1500 µl 60 % Optiprep™-liuosta (Sigma-
Aldrich, USA) sekoitettiin siten, että näyte oli 45 % iodixanolin suhteen. Näyte 
sekoitettiin hyvin pipetoimalla edestakaisin ja seos pipetoitiin Ultra Clear-
ultrasentrifuugiputkeen (Beckmann Coulter, 14x89 mm). Näytteen päälle pipetoitiin 
varovaisesti Pasteur-pipetin avulla pisara kerrallaan, 6 ml 35 % Optiprep-liuosta (tehty 
1xPBS puskuriin). Näyteputki täytettiin 1xPBS-puskurilla. Näyte ultrasentrifugoitiin 
SW41 Ti -roottorissa 200 000 x g, yli yön (17–19 h), +4 °C:ssa ilman kiihdytystä tai 
jarrutusta. Solunulkoiset vesikkelit kerättiin pipetoimalla 1xPBS- ja 35 % iodixanol-
faasien välistä. Käytännössä koko 1xPBS faasi ja jonkin verran 35 % iodixanol-faasista 
pipetoitiin uuteen 15 ml:n Falcon-putkeen. Bioreaktorissa tuotettujen PC-3 solujen 
solunulkoiset vesikkelit olivat selvästi havaittavissa valkoisena ”näytefaasina”. ARPE19 
solut tuottivat solunulkoisia vesikkelejä huomattavasti vähemmän ja näitä vesikkeleitä ei 
havaittu näytefaasina 1xPBS- ja 35 % iodixanol-faasien välissä.  
 
5.2.3 Puskurin vaihto ja konsentrointi 
 
Gradienttisentrifugoinnin jälkeen näytteet suodatettiin Amicon™ Ultra-15 10k-
sentrifuugiputkilla (Ultracel regeneroitu 10 kDa MWCO selluloosa kalvo, Millipore-
Merck, USA). Näyte (5 ml) laimennettiin 1/2 kylmällä 1xPBS-puskurilla ja pipetoitiin 
suodatinputkeen. Näytteet sentrifugoitiin 5000 x g, 30–60 min, +4 °C:ssa Eppendorf 
5804R-sentrifuugilla, FA-45.6.30-roottori (Eppendorf, Saksa). Kun näytteen tilavuus oli 
noin 500 µl, lisättiin 15 ml 1xPBS puskuria ja sentrifugoitiin kuten edellä todettiin. Näyte 
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pestiin 5 kertaa á 15 ml:lla 1xPBS. Lopuksi näyte n. 200–300 µl pipetoitiin 1,5 ml:n 
Eppendorf-putkeen. Suodatinputken membraani huuhdeltiin á 200 µl 1xPBS, joka 
pipetoitiin näyte putkeen. Näytteen lopullinen tilavuus oli 500 µl.  
 
5.3 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointi 
 
Solunulkoisia vesikkeleitä voidaan karakterisoida useilla menetelmillä. Tässä 
tutkielmassa käytettiin karakterisointiin nanopartikkeleiden jäljitysanalyysi- 
(Nanotracking Particle Analysis, NTA) ja Western blot -menetelmiä. NTA_menetelmällä 
määritetään partikkelien pitoisuutta, keskimääräistä kokoa ja kokojakaumaa. Western 
blot-menetelmässä tunnistetaan vasta-aineiden avulla solunulkoisille vesikkeleille 




Solunulkoisten vesikkelien pitoisuus, partikkelien keskimääräinen koko ja kokojakauma 
määritettiin nanopartikkeleiden jäljitysanalyysillä (NTA, Nanoparticle Tracking 
Analysis). Menetelmässä nanopartikkeleita analysoidaan nesteessä (Dragovic ym. 2011). 
Lasersäde johdetaan näytteeseen, jossa partikkelit liikkuvat Brownin liikkeen takia ja 
tämä kuvannetaan mikroskoopin ja kameran avulla. Valon sironta partikkeleista 
monitoroidaan kameralla ja data prosessoidaan tietokoneella. Partikkelin liikenopeus on 
verrannollinen partikkelin hydrodynaamiseen halkaisijaan. Liuoksen viskositeetti ja 
lämpötila vaikuttavat analyysituloksiin. 
ARPE-19 soluista eristetyistä solunulkoisista vesikkelestä valmistettiin 1:100 laimennos 
1xPBS puskuriin. PC-3 soluista ja veren punasoluista (RBC) eristetyistä solunulkoisista 
vesikkeleistä valmistettiin 1:1000 laimennos. Näytteet mitattiin NanoSight LM14-
laitteella (Malvern, Iso-Britania) käyttäen sinistä laseria 405 nm ja 70 mW. Laitteeseen 
oli yhdistetty CMOS-kamera (Hamatsu Photonics K.K., Japani). Kameran tasoa 16 
käytettiin videoiden tallentamiseen ja “screen gain” oli 1,0. Näytteet mitattiin 
standardimittausmenetelmällä. Jokainen näyte mitattiin 3 kertaa ja käytetty mittausaika 
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oli 60 s. Tulokset analysoitiin NanoSight 3.1 -ohjelmalla (Malvern, Iso-Britania) ja 




Solunulkoisten vesikkelien kokonaisproteiinimäärä määritettiin kolorimetrisella BCA 
proteiinien määritysmenetelmällä, kuoppalevyohjetta käyttäen (Pierce BCA Protein 
Assay Kit, Thermo Scientific, USA). Menetelmä perustuu proteiinien kykyyn pelkistää 
Cu+2-ioni Cu+1-ioniksi emäksisessä liuoksessa (Biuret-reaktio). Cu+1-kationi 
detektoidaan kolorimetrisesti bisinkoniinihappoa (BCA) sisältävän reagenssin avulla 
mittaamalla absorbanssia aallonpituudella 562 nm. Standardina käytettiin 2 mg/ml BSA-
proteiinia (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, USA), josta valmistettiin valmistajan 
ohjeiden mukaiset standardinäytteet. 25 µl näytettä/standardinäytettä pipetoitiin 
tasapohjaiselle, kirkkaalle polystyreeni 96-kuoppalevylle (Sarstedt, Saksa), jonka jälkeen 
näytteisiin pipetoitiin 200 µl BCA-reagenssia. Näytteet sekoitettiin ravistelemalla 
kuoppalevyä 30 s huoneenlämmössä, jonka jälkeen kuoppalevyä inkuboitiin 
lämpökaapissa +37 °C:ssa 30 min. Huoneenlämpöön jäähdytetyistä näytteistä mitattiin 
absorbanssi aallonpituudella 562 nm Varioskan LUX-levylukijalla (Thermo Scientific, 
USA). Tulokset analysoitiin SkanIt-ohjelmalla (versio 5.0.0.42, Thermo Scientific, 
USA). Standardinäytteistä piirrettiin suora Excel-ohjelmalla (Windows 2017, Microsoft, 
USA) ja standardisuoran yhtälön avulla laskettiin näytteiden proteiinipitoisuudet.  
 
5.3.3 Western blot-menetelmä 
 
Solunulkoisten vesikkelien karakterisointiin käytettiin Western blot-menetelmää.  
Menetelmässä proteiinit erotellaan molekyylikokoon perustuen SDS-PAGE-
geelielektroforeesilla (Towbin ym. 1979, Burnette 1981). Tämän jälkeen proteiinit 
siirretään nitroselluloosakalvolle ja tutkittava proteiini tunnistetaan proteiinille 
spesifisellä vasta-aineella.  
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Näytteiksi valittiin PC-3 soluista eristettyjä solunulkoisia vesikkeleitä (sekä 
differentiaalisentrifugoinnilla että differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnilla 
puhdistettuja solunulkoisia vesikkeleitä). Positiivisena kontrollina käytettiin PC-3 
solulysaattia (valmistanut Jacobo Zini, syksyllä 2018). Lisäksi analysoitiin punasoluista 
differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnilla eristettyjä RBC-vesikkeleitä (valmistanut 
Petter Somersalo 29.1.2018) ja ARPE-19 soluista eristettyjä differentiaali- ja gradientti 
sentrifugoinnilla puhdistettuja solunulkoisia vesikkeleitä. Proteiinipitoisuus määritettiin 
BCA-menetelmällä kuten kappaleessa (5.2.2) on kuvattu. Kokeissa käytettyjen 
solunulkoisten vesikkelien proteiinipitoisuus vaihteli 5–20 µg välillä. Osa näytteistä 
konsentroitiin valmistajan ohjeiden mukaisesti Amicon™ Ultra 0,5 ml 
sentrifugointiputkilla, joissa oli 10 kDa regeneroitu selluloosa filtteri (Millipore-Merck, 
USA). Näyte pipetoitiin suodatinputkeen, jonka jälkeen sentrifugoitiin +4 °C, 14000 x g, 
15–45 min Heraeus Fresco 21-sentrifuugilla (Thermo Scientific, USA). Konsentroitu 
näyte sentrifugoitiin suodattimelta 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen +4 °C, 1000 x g, 2 min. 
Kaikista näytteistä valmistettiin kaksi rinnakkaista näytettä, toinen 2x pelkistävään 
näytepuskuriin ja toinen 2x ei-pelkistävään näytepuskuriin. Näytteet kuumennettiin 
lämpöblokissa +100 °C, 5 min.  
Proteiinit eroteltiin molekyylipainoon perustuen Mini-Protean TGX Stain-Free 4–20 % -
geelillä (BioRad, USA). Molekyylipainostandardina käytettiin 5 µl Prestained Plus 
Protein Ladder -markkeria (Thermo Scientific, USA). SDS-PAGE-geelien ajossa 
käytettiin ajopuskurina 1xLaemmlipuskuria ja geelejä ajettiin vakio virralla (30 mA) 1 h 
20 min. Geelin kuvantamiseen käytettiin ChemiDoc MP Imager -laitetta (BioRad, USA) 
ja tulokset analysoitiin ImageLab-ohjelmalla (versio 6.0, BioRad, USA).  
Proteiinit siirrettiin Trans Blot Turbo Miniformat 0,2 µm nitroselluloosa membraanille 
(BioRad, USA) Trans Blot Turbo-laitteella (BioRad, USA) ja Turbo 1 mini TGX gel -
ohjelmalla (2,5 A, 25 V, 3 min). Proteiinien siirtämisen jälkeen, 
nitroselluloosamembraanit käsiteltiin 3 % BSA–TBST (1xTBS–0,1 % Tween20) -
liuoksessa huoneenlämmössä tunnin ajan. Tämän jälkeen membraanit siirrettiin 
primäärivasta-aineliuoksiin, joissa membraaneja inkuboitiin huoneenlämmössä yön yli 
tasoravistelijassa. Pelkistetyt näytteet analysoitiin HSP70-vasta-aineella ja ei-pelkistetyt 
näytteet analysoitiin CD9-vasta-aineella. Primäärivasta-aine käsittelyn jälkeen 
membraanit pestiin 15 ml:lla TBST-puskuria kerran 5 min ja 2 kertaa 10 min 
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huoneenlämmössä ja tasoravistelussa. Membraanit siirrettiin sekundääri vasta-
aineliuokseen ja inkuboitiin 2 h 40 min huoneenlämmössä tasoravistelussa. Vasta-
aineliuokset on kuvattu taulukossa 1 ja ne valmistettiin 3 % BSA–TBST-liuokseen.  
Taulukko 1. Western blot-menetelmässä käytetyt primääri ja sekundääri vasta-aine laimennokset. 
Vasta-aine Kuvaus Laimennos Valmistaja 
anti-CD9 
primäärivasta-aine 
Hiiren monoklonaalinen anti-CD9 
konjugoimaton vasta-aine 
1:1000 Lonza, Sveitsi 
anti-HSP70 
primäärivasta-aine 
Puhdistettu hiiren anti-HSP 
 




Gt anti-MS IgGI sekundääri vasta-
aine HRP-konjugaatti 
1:4000 Thermo Scientific, 
USA 
 
Sekundääri vasta-aine pestiin 3 kertaa TBST-puskurilla 10 min huoneenlämmössä ja 
lopuksi kerran TBS-puskurilla 10 min. HRP-konjugoitu vasta-aine detektoitiin Clarity 
Western ECL-kitin (BioRad, USA) avulla valmistajan ohjeiden mukaisesti. Membraanit 
kuvannettiin ChemiDoc MP Imager -laiteella (BioRad, USA) ja tulokset analysoitiin 
ImageLab-ohjelmalla (versio 6.0, BioRad, USA). 
 
5.4 Kaksijuosteisen DNA oligonukleotidin valmistus 
 
Yksijuosteiset synteettiset DNA oligonukleotidit (Eurofins Genomics, Saksa) liuotettiin 
1xTE -puskuriin siten, että DNA pitoisuus oli 100 µM. Sekvenssit on kuvattu liitteessä 2, 
taulukossa L1. SS-GAPDH oligonukleotidin 5` pää oli leimattu 5-FAM fluoresoivalla 
leimalla ja tämä oligonukleotidi suojattiin valolta alumiinifolion avulla. Liuottamisen 
jälkeen oligonukleotidit jaettiin 100 µl:n eriin ja säilytettiin -20°C pakastimessa.  
Komplementaariset oligonukleotidit liitettiin yhteen pipetoimalla 0,5 ml:n PCR-putkeen 
20 µl SS-GAPDH (100 µM), 20 µl AS-GAPDH (100 µM), 10 µl 10xreaktiopuskuria (100 
mM Tris (pH 7,5) – 0,5 M NaCl – 10 mM EDTA) ja 50 µl steriiliä MQ-vettä. Reagenssit 
pipetoitiin neljään rinnakkaiseen 0,5 ml PCR-putkeen. DNA denaturoitiin 
kuumentamalla +95 °C:ssa 5 min T100 Thermal Cycler PCR-koneessa (BioRad, USA). 
Tämän jälkeen reaktiot jäähdytettiin hitaasti huoneenlämpöiseksi, noin 2 tuntia. 
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Näytteiden pitoisuudet mitattiin 2 µl:sta reaktiota Nanodrop One-laitteella DNA-50 -
ohjelmaa käyttäen (Thermo Scientific, USA). 2 µl reaktiosta analysoitiin 3 % 
agaroosigeelillä. Näytteisiin lisättiin 6x TriTrack DNA latausväriä (Thermo Scientific, 
USA). Näytteiden lisäksi agaroosigeelille pipetoitiin 10 µl Generuler Low Range DNA-
molekyylipainostandardia (Thermo Scientific, USA) ja kontrolleina käytettiin 1 µl 
yksijuosteisia DNA oligonukeotideja (SS-GAPDH ja AS-GAPDH). Agaroosigeeli 
ajettiin 1xTAE puskurissa 105 V jännitteellä 30–60 min, käyttäen BioRad:n virtalähdettä. 
 
5.5 DNA:n ja siRNA:n lataaminen solunulkoisiin vesikkeleihin  
 
Kaksijuosteista 5-FAM leimattua DNA oligonukleotidia ladattiin solunulkoisiin 
vesikkeleihin joko sonikaatiolla tai elektroporaatiolla. Sonikaatiossa ja elektroporaatiossa 
solukalvoon syntyy reikiä, joiden kautta molekyylit kulkeutuvat solunulkoisten 
vesikkelien sisälle, kuten kappaleessa 2.2.2 kuvataan. Sonikaatiossa 50 µl (5,65x1010 
partikkelia) - 100 µl (1,13x1011 partikkelia) differentiaali- ja gradienttisentrifugoituja 
solunulkoisia PC-3 vesikkeleitä pipetoitiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen, jossa oli 25 µl 
(0,5 nmol) - 100 µl (2 nmol) kaksijuosteista DNA:ta. Näytettä inkuboitiin jäillä noin 15 
min. Tämän jälkeen näytettä käsiteltiin Elmasonic S40H-ultraäänisonikaattorilla (Elma 
Schmidbauer, Saksa) +40 °C vesihauteessa 30 s, jonka jälkeen näyte siirrettiin jäille 1 
min.  Sonikointi toistettiin vielä kaksi kertaa. Sonikointia kokeiltiin myös +35°C 
vesihauteessa. Kontrollina sonikoitiin solunulkoisia vesikkeleitä ilman DNA:ta.  
Kaksijuosteista DNA:ta ladattiin solunulkoisiin vesikkeleihin myös elektroporaatiolla. 
Elektroporaatiossa 0,35 nmol kaksijuosteista 5-FAM leimattua DNA oligonukleotidia 
ladattiin PC-3 soluista eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin, joita käytettiin 3,96 x 
1010 partikkelia. Elektroporaatiossa 17,5 µl DNA:ta ja 35 µl solunulkoisia vesikkeleitä 
pipetoitiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen, jossa oli 52,5 µl elektroporaatiopuskuria (1,15 
mM kaliumfosfaatti pH 7,2 – 25 mM KCl – 21 % OptiPrep™ (Sigma-Aldrich, USA)). 
Näytettä inkuboitiin noin 15 min jäillä, jonka jälkeen se pipetoitiin jäähdytettyyn 0,2 cm 
kyvettiin (BioRad, USA). Kyvetti siirrettiin GenePulser Xcell -elektroporaatiolaitteeseen 
(BioRad, USA). Elektroporaatiossa näytteeseen johdettiin kaksi 0,4 kV jännitteen pulssia 
(kapasitanssi 50 µF). Sonikoidut näytteet puhdistettiin suoraan 
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geelisuodatuskromatografialla, mutta elektroporaatiolla valmistetusta näytteestä 
poistettiin iodixanol-reagenssi Amicon™ 0,5 ml sentrifuugiputkilla (Merck-Millipore, 
USA) ennen geelisuodatuskromatografiaa.  
SiRNA ladattiin solunulkoisiin vesikkeleihin samalla tavoin kuin leimattu DNA. 20 nmol 
(266 µg) GAPDH siRNA (Eurofins, Saksa) liuotettiin 200 µl 1xsiMAX puskuria (30 mM 
HEPES, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, pH 7,3), jolloin siRNA:n pitoisuus oli 100 µM. 
GAPDH siRNA sekvenssi on esitetty liitteessä 2, taulukossa L2 ja taulukossa 2 on kuvattu 
kaikki valmistetut näytteet. 
Taulukko 2. Solunulkoiset vesikkelit, joihin ladattiin joko sonikaatiolla tai elektroporaatiolla 
DNA:ta tai siRNA:ta. Taulukkoon on kerätty näytteet, jotka puhdistettiin 
geelisuodatuskromatografialla. EV = solunulkoinen vesikkeli, DC = differentiaalisentrifugoitu, 
DC+G = differentiaali- ja gradienttisentrifugoitu 






NSI-1 PC-3 (DC+G) + DNA 5,65 x 1010 0,5 Sonikaatio 
(+40 °C)  
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-2 PC-3 (DC+G)  5,65 x 1010 - - - 
NSI-3 DNA - 0,5 - - 
NSI-4 PC-3 (DC+G)  5,65 x 1010 - Sonikaatio 
(+40 °C)  
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-5 PC-3 (DC+G) + DNA 3,96 x 1010 0,35 Elektroporaatio 2x (0,4kV, 50µF) 
NSI-6 PC-3 (DC+G) + DNA 1,13 x 1011 1,0 - - 
NSI-7 PC-3 (DC+G) + DNA 1,3 x 1011 2,0 Sonikaatio 
(+35 °C) 
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-8 PC-3 (DC+G) + DNA 1,3 x 1011 2,0 Sonikaatio 
(+35 °C)  
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-9 PC-3 (DC) + DNA 5,12 x 1011 2,0 Sonikaatio 
(+35 °C)  
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-10 PC-3 (DC+G)  1,3 x 1011 - - - 
NSI-11 PC-3(DC+G)+siRNA 1,3 x 1011 1,0 Soni kaatio 
(+35°C) 
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-12 siRNA - 1,0 - - 
NSI-13 RBC(DC+G)+siRNA 1,4 x 1010 1,0 Sonikaatio 
(+35 °C) 
3x (30 s + 1 min jäillä) 
NSI-14 RBC (DC+G)  1,4 x 1010 - - - 
NSI-15 PC-3 (DC)+siRNA 5,12 x 1011 1,0 Sonikaatio 
(+35 °C) 
3x (30 s + 1 min jäillä) 





5.6 Solunulkoisten vesikkelien puhdistaminen geelisuodatuksella 
 
Solunulkoisten vesikkelien lataamisen jälkeen vapaa DNA / siRNA puhdistettiin 
solunulkoisista vesikkeleistä geelisuodattamalla. Geelisuodatuskromatografiassa 
molekyylien erottuminen perustuu molekyylien erilaisiin molekyylikokoihin (GE 
Healthcare 2018). Kolonnin stationäärifaasi koostuu huokoisesta materiaalista. Näytteen 
erikokoiset molekyylit kulkeutuvat liikkuvassa faasissa samalla nopeudella. Pienet 
molekyylit kulkeutuvat stationäärifaasina toimivan geelimateriaalin muodostamiin 
huokosiin, jolloin niiden liikkuminen kolonnin läpi hidastuu. Suuret molekyylit 
kulkeutuvat kolonnin läpi nopeammin, koska stationäärifaasin huokoset eivät hidastuta 
niiden kulkeutumista liikkuvan faasin mukana.  
Tässä työssä käytettiin NGC Chromatography System -kromatografialaitteistoa (BioRad, 
USA) ja Sepharyl S-300 -geelisuodatusmateriaalia. BioRadin Econo-kolonniin (1 cm x 
50 cm) oli pakattu Sephacryl S300, High resolution -geelisuodatusmateriaalia (GE 
Healthcare, USA). Pakatun kolonnin pituus oli 39 cm. Näytteet puhdistettiin 
isokraattisella menetelmällä, jossa ajopuskurina käytettiin 1xPBS-puskuria ja 
virtausnopeus oli 0,39 ml/min. Laitteistossa käytettiin Multi Wavelenght (UV/Vis) -
detektoria, joka mahdollistaa neljän aallonpituuden (215 nm, 280 nm, 260 nm ja 495 nm) 
samanaikaisen detektoinnin. Laitteistoon oli yhdistetty BioFrac-fraktionkerääjä ja 
kromatografia-ajon aikana kerättiin 1 ml:n fraktiota. Näyte ladattiin 100 tai 250 µl 
Hamilton-ruiskulla 100 tai 500 µl:n injektointilooppiin riippuen näytteen tilavuudesta. 
Kromatografia-ajojen välillä kolonni tasapainotettiin 80 ml:lla ajopuskuria. Tulokset 
analysoitiin sekä ChromLab- (BioRad, USA) että Excel-ohjelmilla (Windows 2017, 
Microsoft, USA). Geelisuodatetut näytteet on kuvattu taulukossa 2, kappaleessa 5.4. 
Geelisuodatuksen jälkeen näytteistä, joihin oli ladattu FAM-leimattua DNA:ta, 
pipetoitiin fraktioista A1–A48 80 µl tasapohjaiselle, kirkkaalle polystyreeni 96-
kuoppalevylle (Sarstedt, Saksa). Näistä fraktioista mitattiin fluoresenssi Varioskan LUX-
kuoppalevylukijalla. Fraktiot A10–A13, joissa solunulkoiset vesikkelit eluoituvat, 
yhdistettiin ja konsentroitiin noin 100 µl:n tilavuuteen Amicon™ Ultra 4 -
sentrifuugiputkissa (Merck Millipore, USA) sentrifugoimalla 5000 x g, +4 °C, 25 min 
Eppendorf 5804R-sentrifuugilla, FA-45.6.30-roottori (Eppendorf, USA). Näyte 
pipetoitiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen ja filtteri pestiin noin 50 µl:lla kylmää 1xPBS 
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puskuria. Näytteistä otettiin 10 µl näyte NTA-mittaukseen, joka tehtiin kuten kappaleessa 
5.3.1 kuvataan. Kontrolliksi yhdistettiin ja konsentroitiin fraktiot A15–A17 kuten edellä 
kuvattiin. A10–A13 näyte nimettiin esim. NSI-1-1 ja A15–A17 näyte nimettiin NSI-1-2. 
Kaikki näytteet pakastettiin ennen käyttöä -80°C.  
 
5.7 Fluoresenssin mittaus 
 
Kaksijuosteisen 5-FAM-leimatun DNA oligonukleotidin avulla testattiin fluoresenssin 
mittausta ja Varioskan LUX-kuoppalevylukijan detektiorajaa. DNA:sta valmistettiin 9 
näytteen standardinäytteet 0,01–4 µM pitoisuuksilla. Näytteistä pipetoitiin 
tasapohjaiselle, kirkkaalle 96-kuoppalevylle (Microtest, Sarstedt, Saksa) kaksi 
rinnakkaista näytettä (á 80 µl). 5-FAM-leiman fluoresenssi mitattiin eksitoimalla 
aallonpituudella 485 nm ja emissio mitattiin aallonpituudella 520 nm (kaistanleveys 12 
nm). Taustanäytteenä käytettiin MQ-vettä. Tulokset analysoitiin Excel-ohjelmalla 
(Windows 2017, Microsoft, USA). Eksitaatio ja emissio aallonpituudet tarkistettiin 
mittaamalla eksitaatio- ja emissiospektrit sekä absorptiospektri Varioskan LUX-laitteella.  
Geelisuodatetuista näytteistä NSI-1 – NSI-7, joihin oli ladattu 5-FAM-DNA:ta, mitattiin 
fluoresenssi fraktioista A1–A48 Varioskan LUX-kuoppalevylukijalla kuten edellä on 
kuvattu (kaistanleveys 5 nm). Taustanäytteenä käytettiin 1xPBS-puskuria. 
Geelisuodatuksen jälkeen näytteistä NSI-1 – NSI-9, yhdistetyistä fraktioista A10–A13 
(esim. NSI-1-1; EV-näyte) ja A15–A17 (esim. NSI-1-2; kontrollinäyte) mitattiin 
fluoresenssi kuten edellä kuvattiin. Taustanäytteenä käytettiin 1xPBS-puskuria. 
Mittauksen jälkeen näytteisiin pipetoitiin triton-x-100-reagenssia (Sigma Aldrich, USA) 
siten, että lopullinen pitoisuus oli 0,75 %. Näytteitä vorteksoitiin huoneenlämmössä 30 s, 
jonka jälkeen näytteistä mitattiin uudelleen fluoresenssi. Myös taustanäyte käsiteltiin 0,75 
% triton-x-100 reagenssilla. Triton-x-100-reagenssilla rikotaan solunulkoisen vesikkelin 
kalvorakenne, jolloin vesikkelin sisällä mahdollisesti oleva 5-FAM-DNA vapautuu ja on 
mitattavissa (Osteikoetxea ym. 2015). Näytteet mitattiin tasapohjaisella mustalla 
Optiplate 96-kuoppalevyllä (PerkinElmer, USA). Ennen mittausta, näytekuopista 
poistettiin neulan avulla mahdolliset ilmakuplat. 
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5.8 siRNA ladattujen solunulkoisten vesikkelien solukokeet 
 
SiRNA ladattuja solunulkoisia vesikkeitä testattiin ARPE-19 soluilla. Menetelmä, jota 
käytettiin, oli Astrid Subrizin optimoima ”Jakautuvien ARPE-19 solujen transfektio” 
(julkaisematon). Kontrolleina käytettiin GAPDH siRNA:ta sekä negatiivista siRNA:ta 
(Silencer Negative Control No 1, Ambion, Thermo Fischer, USA), jotka transfektoitiin 
ARPE-19 soluihin DharmaFECT4- transfektioreagenssia (Dharmacon, USA) käyttäen. 
1x105 ARPE-19 solua per kuoppa kasvatettiin 24-kuoppalevyllä, kuten kappaleessa 5.1 
on kuvattu. Koska 5-FAM-leimatun DNA oligonukelotidin latauskokeissa ei pystytty 
havaitsemaan fluoresenssia solunulkoisten vesikkelien sisältä, päädyttiin siihen, että 
tehdään solukokeet pienemmällä näytemäärällä ja käytettiin kolmen rinnakkaisen 
näytteen sijaan vain kahta rinnakkaista näytettä. siRNA transfektiokontrollina käytettiin 
50 nM pitoisuutta. Menetelmää testattiin aiemmin sekä 10 nM että 50 nM siRNA 
kontrolleilla ja kolmella rinnakkaisella näytteellä, jolloin osoitettiin, ettei rinnakkaisten 
näytteiden välillä ollut suuria eroja. Solukoe on melko kallis sekä aikaa vievä, ja sen takia 
päädyttiin pienempään näytemäärään. 
 
5.8.1 Transfektio ja inkubointi solunulkoisten vesikkelien kanssa 
 
Kokeessa käytettyjen solunulkoisten vesikkelien kuvaus ja määrä on esitetty alla 
taulukossa 3. Näytteet steriilisuodatettiin Minisart PES 0,22 µm ruiskusuodattimien 
(Sartorius Stedim, Saksa) ja 1 ml:n ruiskujen (Terumo, Japani) avulla. Tarvittava määrä 
solunulkoisia vesikkeleitä pipetoitiin 300 µl ARPE-19 DMEM-F12-kasvatusalustaan. 
Steriilisuodattimen läpi suodatettiin ensin noin 1 ml kasvatusalustaa, jonka jälkeen 
ruiskuun pipetoitiin näyte. Suodatin pestiin noin 600 µl kasvatusalustaa, jonka jälkeen 
näytteen tilavuus oli 900 µl. 300 µl steriilisuodatettuja solunulkoisia vesikkeleitä 
pipetoitiin 24-kuoppalevyn kolmeen kuoppaan. Näytteiden pipetointikaavio on liitteessä 





Taulukko 3. Solukokeissa käytettyjen siRNA:lla ladattujen vesikkelien kuvaus ja määrä per 
kuoppa. DC = differentiaalisentrifugoitu, DC+G = differentiaali- ja gradienttisentrifugoitu 
Näyte Näytteen kuvaus Nimi Näytteen määrä / 
kuoppa  
1 PC3 EV (DC+G puhdistettu) NSI-10-1 5 µl (= 1,24x109 EV) 
2 PC3 EV (DC+G puhdistettu) + siRNA sonikoitu NSI-11-1 14 µl (= 1,12x109 EV) 
3 RBC EV (DC+G puhdistettu) + siRNA sonikoitu NSI-13-1 20 µl (= 0,73x109 EV) 
4 PC3 EV (DC+G puhdistettu) + siRNA elektroporoitu NSI-16-1 4 µl (= 1,12x108 EV) 
5 PC3 EV (DC+ G puhdistettu), steriloimaton NSI-10-1 5 µl (= 1,24x109 EV) 
6 PC3 EV (DC puhdistettu) + siRNA sonikoitu, 
steriloimaton 
NSI-15-1 10 µl (= 2,52x1010 EV) 
 
GAPDH siRNA ja negatiivinen siRNA kontrolli transfektoitiin soluihin DharmaFECT4 
(DF4) -transfektioreagenssin avulla. Kokeessa käytettiin 1 µg siRNA:ta ja 3 µl DF4-
reagenssia. DF4-reagenssia laimennettiin 492 µl seerumi vapaaseen ARPE-19 
kasvatusalustaan. Näytettä inkuboitiin huoneenlämmössä 5 min. 50 nM (=0,66 µg) 
siRNA kontrollia laimennettiin seerumi vapaaseen ARPE-19 kasvatusalustaan, joka 
sekoitettiin pipetoimalla DF4-näytteeseen. siRNA-DF4-kompleksin annettiin muodostua 
huoneenlämmössä 20 min.  
Ennen solunulkoisten vesikkelien ja siRNA-DF4 -kompleksin pipetoimista soluille, 
kuoppalevyn soluille vaihdettiin tuore ARPE-19 kasvatusalusta. Kasvatusalusta 
aspiroitiin pois ja soluille pipetoitiin 750 µl per siRNA-DF4 kontrollikuoppa tai 700 µl 
per EV-kuoppa +37 °C lämpöistä ARPE-19 kasvatusalustaa. 250 µl siRNA-DF4 -
kompleksia tai 300 µl EV näytettä pipetoitiin per kuoppa. Jäljelle jäänyt siRNA-DF4-
kompleksi analysoitiin NTA:lla. Kuoppalevyjä inkuboitiin 5 tuntia CO2-inkubaattorissa 
+37 °C, 7 % CO2 ja 95 % suhteellisessa kosteudessa. Tämän jälkeen siRNA-DF4-
kompleksi aspiroitiin pois ja näiden kuoppien solut pestiin 1 ml:lla +37 °C lämpöistä 
1xHBSS (lisätty CaCl2 + MgCl2) (Gibco), jonka jälkeen soluille lisättiin 1 ml +37 °C 
lämpöistä ARPE-19 kasvatusalustaa. Kuoppalevyjä inkuboitiin 24 tuntia CO2-
inkubaattorissa. Kuopat, joissa näytteinä oli steriloimaton solunulkoinen vesikkeli, 
pestiin 1 ml:lla +37 °C lämpöistä 1xDPBS puskuria (ilman MgCl2 ja CaCl2), jonka 
jälkeen soluille vaihdettiin 1 ml +37 °C lämpöistä ARPE-19 kasvatusalustaa. 




5.8.2 Totaali RNA:n eristys 
 
Totaali RNA eristykset tehtiin vain liitteessä 2, kuvassa L2 punaisella merkityistä 
näytteistä. Solulysaatit tehtiin myös C-rivin näytteistä varmuuden vuoksi ja nämä 
säilöttiin -80 °C pakastimeen myöhempää käyttöä varten. 48 tunnin kasvatuksen jälkeen 
soluista eristettiin totaali RNA. Solut pestiin 1 ml:lla +37 °C lämpöisellä 1xDPBS-
puskuria. Solut irrotettiin kasvatuksessa käytetyn 24-kuoppalevyn pohjasta TrypLE-
entsyymillä. Jokaiseen kuoppaan lisättiin 300 µl TrypLE-entsyymiä, jonka jälkeen 
kuoppalevyä inkuboitiin 10 min CO2-inkubaattorissa. Solujen irtoaminen varmistettiin 
mikroskopoimalla, jonka jälkeen entsyymireaktio pysäytettiin lisäämällä kuoppiin 600 µl 
+37 °C lämpöistä ARPE-19 kasvatusalustaa. Solut pipetoitiin 15 ml:n Falcon-putkiin ja 
sentrifugoitiin 5 minuuttia, 1100 rpm, +23 °C Eppendorf 5810R-sentrifuugilla 
(Eppendorf, USA). Liuos aspiroitiin pois ja solut pestiin 500 µl:lla kylmää 1xDPBS 
puskuria, jonka jälkeen sentrifugoitiin kuten edellä on kuvattu. Puskuri aspiroitiin 
varovaisesti pois ja solut resuspendoitiin hajotuspuskuriin. Totaali RNA:n eristys tehtiin 
Qiagenin RNeasy Mini eristyskitillä valmistajan Quick Protocol -ohjeen mukaan 
(RNeasy mini handbook, 2012). Solujen hajotuspuskuri valmistettiin lisäämällä 10 µl β-
merkaptoetanolia (Sigma-Aldrich, USA) per 1 ml RLT-puskuria. Solut resuspendoitiin 
350 µl hajotuspuskuria ja siirrettiin 1,5 ml Eppendorf-putkiin. Solut hajotettiin 
inkuboimalla hajotuspuskurissa 30 min jäillä ja vorteksoimalla putkia muutaman kerran. 
Solulysaatteihin lisätiin 700 µl 70 % etanolia, jonka jälkeen jatkettiin, kuten ohjeessa on 
kuvattu. Ennen RNA:n eluointia pylväistä, pylväät siirrettiin uusiin 2 ml:n keräysputkiin 
ja sentrifugoitiin 10000 rpm, 1 min, +23 °C. Totaali RNA eluoitiin pylväistä lisäämällä 
30 µl RNaasi vapaata vettä pylvään membraanille. Näytteet sentrifugoitiin 10000 rpm, 1 
min, +23°C. RNA näytteiden pitoisuudet ja puhtaus määritettiin 2 µl:sta näytettä 








5.8.3 cDNA:n synteesi 
 
cDNA valmistettiin RNA näytteistä käyttämällä RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
-kittiä (Thermo Scientific, USA) valmistajan ohjeiden mukaan (Thermo Scientific 2013). 
Reaktioissa käytettiin RNA templaattia 400 ng per reaktio. qPCR standardisuoraa varten 
valmistettiin standardi cDNA näyte, jossa RNA templaattia käytettiin 800 ng. Nukleaasi 
vapaisiin 0,2 ml PCR-putkiin (BioRad, USA) pipetoitiin 1 µl Random hexamer -aluketta. 
Tämän jälkeen putkiin pipetoitiin RNA näytettä 400 ng ja nukleaasi vapaata vettä siten, 
että näytteen tilavuus oli yhteensä 12 µl. Standardinäyte valmistettiin näytteestä 4 (Levy1, 
kuoppa B2), josta pipetoitiin reaktioon 800 ng RNA templaattia. Tämän jälkeen 
pipetoitiin 8 µl per näyte master mix -reaktioseos, joka on kuvattu liitteessä 3, taulukossa 
L3. Lisäksi valmistettiin kaksi negatiivista kontrollia. Toiseen kontrolliin ei pipetoitu 
templaatti RNA:ta ja toiseen kontrolliin ei pipetoitu RevertAid M-Mul V Reverse 
transkriptaasi -entsyymiä. cDNA synteesi tehtiin PCR-laitteella (BioRad T100 Thermal 
Cycler, BioRad) PCR menetelmällä, joka on kuvattu liitteessä 3, taulukossa L4. 
 
5.8.4 Kvantitatiivinen PCR (qPCR) 
 
Kvantitatiivinen polymeeraasiketjureaktio eli qPCR on menetelmä, jossa PCR tuotteen 
määrä mitataan jokaisen syklin jälkeen (Kubista ym. 2006, Life Technologies 2012). 
qPCR:ssä monistetaan tutkittavalle geenille spesifisillä alukkeilla DNA aluetta, jolloin 
saadaan selville geenin mRNA ilmentymistaso RNA:n eristyshetkellä. Fluoresoivia 
leimoja käytetään mittaamaan DNA:n määrää reaktiossa. Tässä työssä fluoresoivana 
merkkiaineena käytettiin SYBR Green I -väriainetta, joka ei fluoresoi vapaana 
reaktioseoksessa. Fluoresenssi voimistuu, kun leima sitoutuu DNA:han. Reaktiossa 
fluoresenssi signaali lisääntyy ja tämä on suoraan verrannollinen monistettavien DNA 
jaksojen määrään. Teoreettisesti DNA:n määrä kaksinkertaistuu jokaisen syklin jälkeen. 
DNA:n määrä voidaan laskea ns. Ct-arvon avulla, joka kuvaa syklien määrää, mikä 
tarvitaan fluoresenssin kynnysarvon ylittämiseen. DNA:n määrä reaktiossa on sitä 
suurempi, mitä pienempi Ct-arvo on.  
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cDNA synteesin jälkeen näytteet laimennettiin ensin 1/10 lisäämällä 20 µl reaktioon 180 
µl vettä ja edelleen 1/2, jonka jälkeen näytteiden pitoisuudet olivat 1 ng/µl. Negatiiviset 
kontrollit valmistettiin samalla tavoin kuin näytteet. Standardinäytteestä valmistettiin 
1/10 laimennos, jonka pitoisuus oli 4 ng/µl. Laimennetusta standardista valmistettiin 
viiden näytteen 1/3 laimennossarja. Kaikki laimennokset valmistettiin nukleaasi 
vapaaseen veteen (Ambion, Thermo Scientific, USA). qPCR:ssä käytettiin GAPDH ja β-
aktiini geenien spesifisiä alukkeita. Alukkeista valmistettiin 5 µM laimennokset steriiliin 
veteen. Alukkeiden sekvenssit on esitetty liitteessä 3, taulukossa L5.  
qPCR reaktioihin pipetoitiin templaatti cDNA:ta 10 µl. Laimennettujen näytteiden ja 
kontrollien pitoisuudet olivat 10 ng per kuoppa ja standardinäytteen pitoisuudet olivat 
välillä 40–0,49 ng per kuoppa. cDNA:t pipetoitiin qPCR laitteeseen sopivalle MicroAmp 
Fast Optical 96-kuoppalevylle (Applied Biosystems, USA) liitteen 4, kuvan L3 
mukaisessa järjestyksessä. Molemmilla alukepareilla valmistettiin liitteessä 4, taulukon 
L6 mukaiset master mix -reaktioseokset, joita pipetoitiin 15 µl per kuoppa. Näytteet 
sentrifugoitiin nopeasti kuoppalevyn pohjalle, jonka jälkeen ne ajettiin StepOnePlus 
Real-Time PCR -laitteella (Applied Biosystems, USA) liitteessä 4, taulukossa L7 
esitetyllä qPCR-menetelmällä Fast Ramp Speed-ohjelmaa käyttäen. Tulokset analysoitiin 
StepOne™ (versio 2.3, Applied Biosystems, USA) ja Microsoft Excel -ohjelmilla 





6.1 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointi 
 
6.1.1 NTA-analyysi  
 
Taulukkoon 4 on kerätty ARPE-19 ja PC-3 soluista eristettyjen solunulkoisten 
vesikkelien partikkelipitoisuuksia ja keskimääräiset partikkelikoot. Laimennokset tehtiin 
1xPBS puskuriin ja mittaukset suoritettiin kaikille näytteille samoissa olosuhteissa. 
Liitteessä 5 on esitetty PC-3 ja ARPE-19 solunulkoisten vesikkelien NTA-
analyysitulokset kuvina.  
Taulukko 4. ARPE-19 ja PC-3 soluista eristettyjen solunulkoisten vesikkelien NTA-
analyysitulokset. DC = differentiaalisentrifugoitu, DC+G = differentiaali- ja 
gradienttisentrifugoitu. 
Näyte Nimi Laim. / partik. 
lkm per kuva 
Partikkelien lkm / ml Keskimääräinen 
partikkelikoko (nm) 
ARPE-19 (DC+G) NSI-1-1-1 1:100 / 61 1,20x1011 ± 9,48x109 127,2 ± 3,8 
ARPE-19 (DC+G) NSI-9-2 1:100 / 88 1,74x1011 ± 1,74x1010 146,3 ± 7,5 
ARPE-19 (DC+G) NSI-9-3 1:100 / 63 1,25x1011 ± 9,86x109 138,2 ± 1,8 
ARPE-19 (DC+G) NSI-9-4 1:100 / 89 1,76x1011 ± 1,68x1010 146,0 ± 4,1 
ARPE-19 (DC+G) NSI-9-5 1:100 / 94 1,86x1011± 2,73x1010 141,4 ± 2,2 
PC-3 (DC) NSI-13-3 1:2000 / 130 5,12x1012 ± 2,05x1011 217,9 ± 5,9 
PC-3 (DC+G)  NSI-13-1 1:1000 / 57 1,13x1012 ± 5,03x1010 145,9 ± 2,3 
PC-3 (DC+G)  NSI-20-1 1:1000 / 65 1,28x1012 ± 1,12x1011  138,8 ± 3,8 
 
6.1.2 BCA-proteiinimääritys  
 
Puhdistetuista solunulkoisista vesikkeleistä määritettiin proteiinipitoisuus BCA-kitillä. 
Tulokset on esitetty taulukossa 5. Geelisuodatuksen jälkeen solunulkoisista näytteistä 




Taulukko 5. ARPE-19, PC-3 ja RBC (veren punasolut) soluista eristettyjen solunulkoisten 
vesikkelien proteiinipitoisuudet (µg/ml). Taulukossa on laskettu eristyksen 
kokonaisproteiinimäärä. DC+G = differentiaali- ja gradienttisentrifugoitu. 
   
Näyte Nimi Proteiinipitoisuus (µg/ml) Proteiinimäärä 
kokonaisuudessa  
ARPE-19 (DC+G) NSI-1-1-1 56,7 (näytetilavuus 350 µl) n. 20 µg (5x175 cm2; EV:t 
kerättiin yhtenä päivänä) 




20,6 (näytetilavuus 320 µl) 
21,0 (näytetilavuus 320 µl) 
17,4 (näytetilavuus 400 µl) 
83,7 (näytetilavuus 320 µl) 
n. 47 µg (9x175 cm2; EV:t 
kerättiin neljänä päivänä) 
PC-3 (DC+G)  NSI-13-1 111,6 (näytetilavuus 800 µl) n. 90 µg; 1/2 bioreaktorin 
vesikkeleistä 
PC-3 (DC+G)  NSI-20-1 116,8 (näytetilavuus 1000 µl) n. 117 µg; 1/2 bioreaktorin 
vesikkeleistä 
RBC (DC+G)  215,3 (14x100 µl) n. 300 µg; Eristetty 250 
ml:stä punasoluja 
(Somersalo P. 29.01.2018) 
ARPE-19 solulysaatti NSI-7-1 578,8 (näytetilavuus 100 µl) Eristetty T175cm2 
solukasvatus-pullosta 
 
6.1.3 Western blot-menetelmä 
 
NTA- ja proteiininmääritysmenetelmillä todettiin jo aiemmin, että ARPE-19 soluista 
pystyttiin eristämään vain vähäisiä määriä solunulkoisia vesikkeleitä. Western blot-
menetelmällä ainoastaan positiivisena kontrollina käytetystä näytteestä tunnistettiin sekä 
HSP70- että CD9-vasta-aineilla EV-markkeriproteiinit. Differentiaalisentrifugoimalla 
eristetystä näytteestä tunnistettiin 40 sekunnin valotusajalla HSP70-markkeriproteiini. 
Konsentroidusta differentiaali- ja gradienttisentrifugoidussa näytteessä näkyi hyvin 
heikko CD9-markkeriproteiini 100 sekunnin valotusajalla. ARPE-19 solunulkoisilla 
vesikkeleillä tehdyt western blot-tulokset on esitetty liitteessä 6, kuvassa L5. 
Negatiivisena kontrollina käytettiin konsentroitua EV-vapaata kasvatusalustaa. Tässä 
näytteessä havaittiin HSP70-vasta-aineella   
PC-3 ja punasoluista eristettyjä (RBC) solunulkoisia vesikkeleitä analysoitiin Western 
blot-menetelmällä HSP70- ja CD9-vasta-aineilla. PC-3 solulysaattia käytettiin 
positiivisena kontrollina.  PC-3 solunulkoisista vesikkeleistä analysoitiin näytteet sekä 
differentiaalisentrifugoinnin että differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnin jälkeen. PC-3 
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näytteistä analysoitiin useampia rinnakkaisia. DC-puhdistettu PC-3 näytteistä 
konsentroitiin toinen, muista näytteistä konsentroitiin molemmat näytteet 2,5 kertaiseksi. 
RBC-näytteitä oli vain yksi, joka konsentroitiin kaksinkertaiseksi. 
Molekyylipainostandardina käytettiin Prestained Plus Protein Ladder-standardia 
(Thermo Scientific, #26619, USA). Kuvassa 6 on esitetty western blot-tulos.  
 
Kuva 6. Western blot-menetelmällä analysoitiin PC-3 soluista eristettyjä solunulkoisia 
vesikkeleitä sekä veren punasoluista eristettyjä (RBC) solunulkoisia vesikkeleitä. PC-3 
solulysaatti toimi positiivisena kontrollina. Osa näytteistä konsentroitiin Amicon™ 0,5 ml 
sentrifuugiputkilla 2,5 kertaisiksi. CD-9 vasta-aineella tunnistettavia näytteitä ei pelkistetty 
ennen SDS-PAGE analyysiä. HSP70-vasta-aineella tunnistettavat näytteet pelkistettiin ennen 
SDS-PAGE analyysiä. Proteiinit siirrettiin nitroselluloosakalvolle ja tunnistettiin edellä 
mainituilla vasta-aineilla. Molekyylipainomarkkerina käytettiin Prestained Plus Protein Ladder-
standardia (Thermo Scientific, #26619, USA). DC = differentiaalisentrifugoitu, DC+G = 
differentiaali- ja gradienttisentrifugoitu. 
 
CD9-vasta-aineella detektoitiin noin 25 kDa CD9-proteiini PC-3 näytteistä, mutta RBC-
näytteistä tai PC-3 solulysaatista tätä EV-markkeriproteiinia ei detektoitu. HSP70- -vasta-
aineella detektoitiin noin 70 kDa HSP70-proteiini kaikista PC-3 näytteistä sekä PC-3 
solulysaatteista. RBC näytteessä ei havaittu HSP70-proteiinia. Ennen 
gradienttisentrifugointia EV-markkeriproteiinien määrä on korkeampi. Myös 




6.2 Kaksijuosteisen DNA oligonukleotidin valmistus 
 
Kaksijuosteista 5-FAM-leimattua GAPDH DNA-oligonukleotidia (21 nt) valmistettiin 
useita kertoja samalla tavoin. Reaktion onnistuminen todennettiin analysoimalla näytteet 
3 % agaroosigeelillä. Molekyylipainostandardina käytettiin Generuler Low Range DNA 
Ladder-standardia (Thermo Scientific, #SM1193, USA). Kontrolleina agaroosigeelillä 
käytettiin yksijuosteisia GAPDH oligonukleotideja. Agaroosigeelianalyysi on esitetty 
kuvassa 7. Yksijuosteisten DNA oligonukleotidien liittäminen onnistui. Geelillä 
analysoidut näytteet, olivat molekyylikooltaan selvästi suurempia kuin kontrolleina 
käytetyt yksijuosteiset DNA oligonukleotidit. Kaikista reaktioista mitattiin DNA-
pitoisuus aallonpituudella A260nm Nanodrop One-laitteella DNA-50 ohjelmaa käyttäen 
(Thermo Scientific, USA). Näytteiden DNA-pitoisuudet olivat noin 400 ng/µl. 
Näytteiden puhtautta analysoitiin määrittämällä absorbanssisuhde A260/A280 nm. 
Näytteiden A260/A280 nm absorbanssisuhde oli kaikissa näytteissä 1,8.  
 
Kuva 7. 3 % agaroosigeeli. 1. AS-GAPDH yksijuosteinen DNA-oligonukleotidi, 2. SS-GAPDH 5-
FAM-leimattu yksijuosteinen DNA-oligonukleotidi, 3. - 6. Kaksijuosteinen 5-FAM-leimattu 
GAPDH oligonukelotidi. Molekyylipainostandardina käytettiin Generuler Low Range DNA 
Ladder-standardia (Thermo Scientific, #SM1193).  
 
6.3 Ladattujen solunulkoisten vesikkelien geelisuodatuskromatografia 
 
Solunulkoiset vesikkelit, joihin ladattiin joko DNA:ta tai siRNA:ta, puhdistettiin 
geelisuodatuskromatografialla. Kontrolleiksi valmistetut solunulkoiset vesikkelit 
puhdistettiin samalla tavoin. Kromatografian aikana kerättiin 1 ml:n fraktioita. Ajon 
jälkeen fraktiot A10–A13 yhdistettiin ja konsentroitiin edelleen Amicon™ Ultra-4 
sentrifuugiputkilla. Kontrolliksi yhdistettiin fraktiot A15-A17, jotka konsentroitiin 
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samalla tavoin. Kromatografian aikana detektorilla mitattiin neljää aallonpituutta (215 
nm, 260 nm, 280 nm ja 495 nm). DNA ja siRNA absorboivat aallonpituudella 260 nm ja 
5-FAM fluoresenssileima absorboi 495 nm aallonpituudella. Liitteessä 7 on esitetty osa 
kromatogrammeista, sekä DNA että siRNA ladatuista solunulkoisista vesikkeleistä. 
Vapaa DNA ja siRNA eluoituu noin 64–66 min kohdalla (kolonnin tilavuus 25–26 ml) ja 
solunulkoiset vesikkelit eluoituvat noin 37–40 min kohdalla (14,5–15,5 ml). Latauksessa 
käytetty ylimääräinen DNA ja siRNA saadaan erottumaan solunulkoisista vesikkeleistä 
geelisuodattamalla. Iodixanol-reagenssi eluoituu noin 87– 03 min kohdalla (34–40 ml). 
 
6.3.1 Geelisuodatuskromatografia fraktioiden pinta-alojen vertailua  
 
Kuvassa 8 on esitetty pylväsdiagrammina DNA:lla ladattujen, käsittelemättömien ja 
sonikoitujen solunulkoisten vesikkelien kromatogrammien pinta-aloja, jotka 
normalisoitiin NTA-analyysistä saatujen solunulkoisten vesikkelien määrällä.   
 
Kuva 8. Pylväsdiagrammi neljällä aallonpituudella (215nm, 260nm, 280nm ja 495nm) 
geelisuodatetuista, yhdistetyistä ja konsentroiduista EV-fraktioista (A10-A13). Kromatogrammin 
pinta-ala normalisoitiin solunulkoisten vesikkelien lukumäärällä. NSI-1 eli sonikoitu DNA + PC-
3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-2 eli käsittelemättömät PC-3 solunulkoiset vesikkelit ja NSI-4 eli 
sonikoidut PC-3 solunulkoiset vesikkelit. 
 
Kuvassa on yhdistettyjen ja konsentroitujen EV-fraktioiden (A10–A13) tulokset ja siinä 
verrataan näytteitä neljällä aallonpituudella (215 nm, 260 nm, 280 nm ja 495 nm). 
Näytteessä, jossa on DNA:lla ladattuja solunulkoisia vesikkeleitä, absorbanssit ovat 
kaikilla absorbansseilla noin 30 % suurempia. Eli kromatogrammien pinta-alojen 
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perusteella ei voi päätellä, että DNA:ta olisi onnistuttu lataamaan solunulkoisiin 
vesikkeleihin. 
Kuvassa 9 on vertailtu DNA:lla ladattujen, käsittelemättömien ja sonikoitujen 
solunulkoisten vesikkelien kromatogrammien ”yhdistettyjen” fraktioiden pinta-aloja 
toisiinsa neljällä aallonpituudella (215 nm, 260 nm, 280 nm ja 495 nm).  
 
 
Kuva 9. Geelisuodatuskromatografian pinta-alojen vertailu pylväsdiagrammina. Näytteet ovat 
NSI-1 eli sonikoitu DNA + PC-3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-2 eli käsittelemättömät PC-3 
solunulkoiset vesikkelit, NSI-3 eli vapaa DNA ja NSI-4 eli sonikoidut PC-3 solunulkoiset 
vesikkelit. Kuvassa A) on vertailtu näytteiden EV-fraktioiden pinta-aloja (A10–A13) B) on 
vertailtu kontrollifraktioiden (tausta) pinta-aloja (A15–A17) ja C) on vertailtu näytteiden vapaan 
DNA:n fraktioiden pinta-aloja (A18–A25). 
 
Fraktiot A10–A13 sisältää solunulkoiset vesikkelit ja fraktiot A15–A17 ovat ns. taustaa 
eli kontrolleja alueelta, jossa kromatogrammissa näkyi vain ”baseline”. Fraktiot A18–
A25 sisältävät vapaan DNA:n. Näitä pinta-aloja ei pystytty normalisoimaan. Näytteissä 
on sama määrä solunulkoisia vesikkeleitä ja DNA:ta. Kontrollifraktioista nähdään, että 
tausta absorboi hyvin vähäisissä määrin. Vapaan DNA:n fraktioissa absorboi NSI-1 ja 
NSI-3 näytteet, joissa on DNA:ta. DNA:n määrä EV-näytteessä, johon DNA:ta yritettiin 
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ladata, absorboi enemmän. Tämä viittaa siihen, ettei solunulkoisiin vesikkeleihin 
onnistuttu lataamaan DNA:ta. Myöskään solunulkoiset vesikkelit sisältävässä fraktioissa 
ei havaita kasvanutta absorptiota aallonpituudella 260 nm tai 495 nm, joissa 5-FAM-
leimattu DNA absorboi. Tulos on linjassa edellisen kuvan 8 kanssa. 
 
6.3.2 NTA-analyysi geelisuodatuskromatografian jälkeen 
 
Geelisuodatuksen jälkeen näytteiden partikkelipitoisuudet ja -koot määritettiin NTA-
analyysillä ja tulokset on esitetty taulukossa 6. Käytettyjen solunulkoisten vesikkelien 
määrä oli tiedossa ennen geelisuodatusta. NSI-5-1 näytettä, jossa PC-3 solunulkoisiin 
vesikkeleihin oli ladattu DNA:ta, ei onnistuttu analysoimaan geelisuodatuksen jälkeen, 
koska vesikkelien määrä näytteessä oli liian alhainen. Todennäköisesti osa näytteestä jäi 
ennen geelisuodatusta käytettyyn Amicon™ 0,5 ml sentrifugaaliputkeen, jota käytettiin 
ylimääräisen iodixanol-reagenssin poistamiseen ennen geelisuodatusta. siRNA:ta 
ladatessa elektroporaatiolla (NSI-16-1) ylimääräinen iodixanol-reagenssi poistettiin 
Amicon™ 4 ml sentrifugaaliputkella, jolloin iodixanol saatiin poistettua näytteestä 
paremmin. Toisaalta tässä näytteessä vesikkelien määrä ennen lataamista, oli noin kolme 
kertaa suurempi. Tulokset, joissa on vertailtu partikkelien lukumäärää ennen ja jälkeen 




Taulukko 6. Solunulkoisten vesikkelien NTA-analyysitulokset DNA / siRNA ladatuista ja 
geelisuodatetuista solunulkoisita vesikkeleistä. DC = differentiaalisentrifugoitu, DC+G = 
differentiaali- ja gradienttisentrifugoitu. 
Näyte Näytteen nimi Laim. / partik. 
lkm per kuva 
Partikkelien lkm / ml Partikkeli-
koko (nm) 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-1-1 (EV) 1:50 / 16 1,58x1010 ± 3,47x109 136,7 ± 4,8 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-1-2 (ctrl) 1:50 / 4 4,16 x 109 ± 1,37x109 118,7 ± 38,2  
PC-3 (DC+G)  NSI-2-1 (EV) 1:50 / 27 2,63x1010 ± 1,39x109 146,8 ± 9,8 
PC-3 (DC+G)  NSI-2-2 (ctrl) 1:50 / 1,5 1,38x109 ± 6,92x108 104,8 ± 51,1 
DNA NSI-3  ei mitattu ei mitattu 
PC-3 (DC+G) NSI-4-1 (EV) 1:50 / 26 2,53x1010 ± 2,19x109 160,6 ± 13,3 
PC-3 (DC+G) NSI-4-2 (ctrl) 1:50 / 1 1,18 x 109 ± 8,82x108 107,3 ± 16,0 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-5-1 (EV) 1:50  ei detektoitu ei detektoitu 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-5-1 (ctrl) 1:50  ei detektoitu ei detektoitu 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-6-1 (EV) 1:50  ei mitattu ei mitattu 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-6-1 (ctrl) 1:50  ei mitattu ei mitattu 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-7-1 (EV) 1:50 / 28 2,72x1010 ± 1,49x109 121,5 ± 3,9 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-7-1 (ctrl) 1:50 / 3 3,20x109 ± 1,19x109 99,6 ± 38  
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-8-1 (EV) 1:100 / 60 1,06x1011 ± 2,59x109 132,1 ± 6,1 
PC-3 (DC+G)+DNA NSI-8-1 (ctrl) 1:100 / 1,5 3,35x109 ± 7,62x108 123,5 ± 7,3 
PC-3 (DC)+DNA NSI-9-1 (EV) 1:1000 / 82 1,62x1012±1,47x1011 153,0 ± 3,4 
PC-3 (DC+G) NSI-10-1 1:100 / 126 2,47x1011±2,27x1010 153,7 ± 4 
PC-3 (DC+G)+siRNA NSI-11-1 1:100 / 41 7,99x1010 ± 1,9x1010 110,0 ± 9,8 
siRNA NSI-12-1  ei mitattu ei mitattu 
RBC (DC+G)+siRNA NSI-13-1 1:100 / 17 3,31x1010 ± 9,28x108 151,3 ± 7,2 
RBC (DC+G)  NSI-14-1 1:100  1,77x1010±2,87x1011 157,3 ± 9,3 
PC-3 (DC)+siRNA NSI-15-1 1:1000 / 128 2,52x1012±2,19x1011 144,3 ± 2,9 





6.4 Fluoresenssin mittaaminen  
 
6.4.1 Menetelmän lineaarisen alueen määrittäminen 
 
5-FAM-leimatusta kaksijuosteisesta DNA-näytteestä valmistettiin standardinäytteet, 
joiden fluoresenssi mitattiin Varioskan LUX-kuoppalevylukijalla. Fluoresenssi mitattiin 
eksitoimalla aallonpituudella 485 nm ja emissio aallonpituutena käytettiin 520 nm. 
Tulokset analysoitiin Excel-ohjelmalla. Liitteessä 9, taulukossa L9 on mittaustulokset, 
joista on vähennetty tausta sekä lasketut keskiarvot ja -hajonnat. Kuvassa 10 on näiden 




Kuva 10. Kuvassa on 5-FAM-leimatun kaksijuosteisen DNA oligonukleotidin fluoresenssi 
mittaustulokset (virhemarginaalit on lisätty). Oranssilla värillä on piirretty lineaarinen 
standardisuora, joka regressioanalyysin perusteella on pitoisuusalueella 0,04–2 µM.  
 
Excelin tietojen analysointi -ohjelmalla tehtiin regressioanalyysi, jonka avulla arvioitiin, 
millä alueella standardisuora on lineaarinen. Mitä lähempänä pisteet ovat regressiosuoraa, 
sitä paremmin regressiomalli selittää muuttujien yhteyttä (KvantiMOT, 2008). 
Residuaaliksi eli havainnon virhetermiksi kutsutaan yksittäisen pisteen etäisyyttä 
regressiosuoralta. Keskivirhe on regressiomallin virhetermien keskihajonta. Mitä 
pienempi keskivirhe on, sitä parempi on mallin selitysvoima. Tässä työssä päädyttiin, että 
lineaarinen alue on pitoisuusvälillä 0,04–2 µM, koska standardisuoran selitysaste (R2) oli 
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lähes 1 (0,9903) ja jäännöskuvaajassa analyysipisteet olivat melko tasaisesti molemmin 
puolin nollakohtaa. Taulukkoon 7 on kerätty regressioanalyysistä saatuja lineaarisuuden 
tunnuslukuja.  
Taulukko 7. Excelillä tehdyn regressioanalyysin lineaarisuutta kuvaavia tunnuslukuja. Suorien 
yhtälöistä otettiin suoran kulmakerroin ja y-akselin leikkauspiste.  
 6 pistettä 5 pistettä 6 pistettä 7 pistettä 8 pistettä 
DNA pitoisuus (µM) 0,04–2,0 0,04–1,0 0,02–1,0 0,02–2,0 0,01–2,0 
Selitysaste R2 0,9903 0,9868 0,9820 0,9883 0,9869 
Y-akselin leikkauspiste -3,391 -2,087 -1,612 -2,726 -2,259 
Regressiosuoran kulmakerroin 27,74 22,99 22,33 27,27 26,94 
Jäännösneliösumma 21,59 4,284 6,347 28,08 2,348 
Keskivirhe 2,320 1,195 1,260 2,370 2,348 
Korrelaatiokerroin 0,9951 0,9934 0,9910 0,9941 0,9934 
 
Standardisuoran avulla voidaan laskea tarvittaessa näytteiden pitoisuuksia, jos 
mittaustulokset ovat lineaarisella alueella. Tällä kokeella pyrittiin arvioimaan, mikä on 
menetelmän lineaarinen alue. Liitteessä 10 on esitetty piirretyt suorat ja niiden yhtälöt ja 




Geelisuodatuksen jälkeen NSI-1 – NSI-7 näytteistä, jotka olivat solunulkoisia 
vesikkeleitä ja joihin oli ladattu 5-FAM-leimattua DNA:ta, mitattiin fluoresenssi 
fraktioista A1–A48 kirkkaalla 96-kuoppalevyllä. Fraktioissa A19–A29 havaittiin 
fluoresenssia. Kaikissa mitatuissa 5-FAM DNA näytteissä havaittiin suurin 
fluoresenssimäärä fraktioissa A22. Myös fraktioissa A33–A37 havaittiin vähäistä 
fluoresenssin kasvua ja tässä kohdassa fluoresenssin maksimi osui fraktioon A34. 
Kuvassa 11 on esitetty graafisesti mittaustulokset, joista on vähennetty 
referenssinäytteenä käytetty 1xPBS arvot. DNA:n määrä oli NSI-3 ja NSI-1 näytteissä 
sama, mutta NSI-1 näytteessä fluoresenssi oli hieman suurempi. Tämä johtuu 
todennäköisesti mittaustarkkuudesta. NSI-5 näytteeseen oli elektroporoitu 0,35 nmol 
DNA:ta iodixanolia sisältävässä puskurissa ja ennen geelisuodatusta näyte oli suodatettu 
Amicon suodatusputkella. Osa DNA:sta todennäköisesti suodattuu pesufraktioon. 
52 
 
Näytteessä NSI-6 oli 1 nmol DNA:ta ja tässä näytteessä fluoresenssi mittausarvo oli 
lineaarisen alueen ulkopuolella. 
 
 
Kuva 11. Geelisuodatusfraktioista A1–A48 mitattiin fluoresenssi. NSI-1 (oranssi) = 5,65x1010 
PC-3 EV + 0,5 nmol DNA (sonikoitu), NSI-3 (sininen) = 0,5 nmol DNA, NSI-5 (harmaa) = 
3,96x1010 PC-3 EV + 0,35 nmol DNA (elektroporoitu) ja NSI-6 (keltainen) = 1,13x1011 PC-3 EV 
+ 1,0 nmol DNA (sonikoitu). 
 
 
6.4.3 Geelisuodatuksen jälkeen yhdistetyt ja konsentroidut EV-näytteet 
 
Geelisuodatetuista NSI-1 – NSI-9 näytteistä, joihin oli ladattu 5-FAM-DNA:ta, mitattiin 
fluoresenssi ennen ja jälkeen triton-x-100 käsittelyn. Nämä näytteet olivat 
geelisuodatettuja ja fraktiot A10–A13 oli yhdistetty ja konsentroitu 4 ml:sta 150 µl:aan 
(näyte -1). A15–A17 fraktiot oli yhdistetty ja konsentroitu kuten edellä ja näitä näytteitä 
käytettiin kontrolleina (näyte -2).  1xPBS- ja 1xPBS - 0,75 % triton-x-100-puskureita 
käytettiin referenssinäytteinä. Tausta vähennettiin mittaustuloksista, jotka on esitetty 
liitteessä 12, taulukossa L10. NSI-7 näyte oli geelisuodatuksen jälkeen konsentroinnin 
sijaan ultrasentrifugoitu Ultra-clear ultrasentrifuugiputkissa SW41 Ti -roottorissa 
200 000 x g, 2 tuntia, +4 °C:ssa (Beckman Coulter Optima L-80 XP). NSI-8 näyte (tehty 
kuten NSI-7) konsentroitiin Amiconin sentrifuugiputkilla kuten myös muut näytteet. 
Nämä NSI-7 ja -8 näytteet mitattiin vain kerran. Muut näytteet mitattiin kaksi kertaa ja 
mittausten välillä näytteitä säilytettiin -80 °C pakastimessa. NSI-9 näytteestä ei ollut 
valmistettu kontrollinäytettä. Fluoresenssia ei juurikaan havaittu näissä näytteissä ja 
tämän kokeen perusteella voidaan todeta, ettei DNA:ta ole siirtynyt solunulkoisten 
vesikkelien sisälle siinä määrin, että se voitaisiin detektoida. EV-näytteen ja 
kontrollinäytteen välillä havaittiin, että kontrollinäytteessä oli hieman enemmän 
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fluoresenssia. Mittausarvot olivat erittäin matalia eivätkä olleet lineaarisella alueella. 
Kuvassa 12 on havainnollistettu pylväsdiagrammina mittaustuloksia. 
 
 
Kuva 12. Pylväsdiagrammi geelisuodatetuista ja konsentroiduista EV (näyte -1) ja ctrl (näyte -2) 
fraktioista ennen ja jälkeen 0,75 % triton-x-100 käsittelyä. Vihreä = käsittelemätön näyte, 
tumman sininen = triton-käsitelty, 1. mittaus ja vaalean sininen = triton-käsitelty, 2. mittaus. 
Näytteet: NSI-1 = DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-2 = 
käsittelemättömät PC-3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-5 = DNA:lla ladatut (elektroporaatio) PC-
3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-6 = DNA ja PC-3 solunulkoiset vesikkelit inkuboitu yhdessä, NSI-
7 = DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit (geelisuodatuksen jälkeen 
ultrasentrifugoitu), NSI-8 = DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit ja NSI-9 
= DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit (EV:t eristetty 
differentiaalisentrifugoinnilla). Muut EV:t eristetty differentiaali- ja gradienttientrifugoinnilla. 
 
 
6.5 Totaali RNA:n eristys 
 
RNA-pitoisuudet mitattiin NanoDrop One-laitteella ja RNA-ohjelmalla. Tulokset on 
esitetty liitteessä 13, taulukossa L11. RNA-näytteiden puhtautta arvioitiin mittaamalla 
absorbanssisuhteet A260/A280 nm ja A260/A230 nm. RNA-pitoisuudet olivat 
keskimäärin 84,6 ng/µl ja ne vaihtelivat välillä 41,2–131,5 ng/µl.  Absorbanssisuhde 
A260/A280 nm oli keskimäärin 1,95 ja näytteiden välinen vaihtelu oli välillä 1,77–1,98. 
A260/A230 nm absorbanssisuhde oli keskimäärin 1,27 ja näytteiden välinen vaihtelu oli 




6.6 Kvantitatiivinen PCR (qPCR) 
 
Liitteissä 14-15 on esitetty kvantitatiivisen PCR:n raakadata. Menetelmän tehokkuutta 
arvioitiin analysoimalla standardinäytteet molempien geenien alukepareilla. 
Standardinäytteiden pitoisuuksista otettiin logaritmi, jota verrattiin kunkin näytteen 
kynnysarvoon (Ct). Tuloksista piirrettiin standardisuora, josta määritettiin suoran 
kulmakerroin, Y-akselin leikkauspiste ja korrelaatiokerroin (R2). Standardisuorat on 
esitetty kuvassa 13 ja liitteessä 16, taulukossa L12 on esitetty lasketut Ct-arvot sekä näistä 
lasketut keskiarvot ja keskihajonnat. Näiden parametrien avulla arvioitiin reaktion 
suorituskykyä ja tehoa.  
 
 
Kuva 13. qPCR-menetelmän tehokkuutta arvioitiin standardisuoramenetelmällä. A) GAPDH ja 
B) β-aktiini qPCR tuloksista piirretyt standardisuorat puolilogaritmisella asteikolla. 
 
 
Logaritminen kulmakerroin laskettiin kertomalla suoran kulmakerroin ln(10)-arvolla. 
PCR-reaktion teho laskettiin alla olevalla kaavalla:  
Teho (%) = (10(−
1
𝑘𝑢𝑙𝑚𝑎𝑘𝑒𝑟𝑟𝑜𝑖𝑛
) − 1) × 100 
Taulukossa 8 on esitetty molempien geenien standardisuorien kulmakertoimet, 
korrelaatiokerroin (R2), suoran Y-akselin leikkauspiste ja menetelmän tehokkuus.  
Näytteiden tulokset käsiteltiin ns. komparatiivisella CT-menetelmällä (Schmittgen ja 
Livak 2008, Life Technologies 2012). Kaikista solukokeen näytteistä laskettiin Ct-arvot 
sekä GAPDH että β-aktiini qPCR-reaktioille. Tulokset normalisoitiin β-aktiinin suhteen. 
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β-aktiinin Ct-arvot vähennettiin GAPDH:n Ct-arvosta, jolloin saatiin ΔCt-arvo. Tästä 
arvosta laskettiin gapdh-geenin suhteellinen ekspressiotaso seuraalla kaavalla:  
suhteellinen ekspressio = 2(−∆𝐶𝑡) 
Taulukko 8. qPCR standardisuoran tunnuslukuja molempien geenien (gapdh ja β-aktiini) 
alukepareilla. 
 GAPDH β-aktiini 
Kulmakerroin (log) -3,56 -3,41 
Y-akselin leikkauskohta -21,09 -20,71 
Korrelaatiokerroin (R2) 0,9957 0,9931 
Tehokkuus (%) 91 97 
 
Näytteiden normalisoituja keskiarvoja verrattiin kontrollisolujen keskiarvoon. Näytteille 
laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat, jotka on esitetty liitteessä 17. Tulokset on esitetty 
pylväsdiagrammina kuvassa 13 ja vastaava taulukko L13 on liitteessä 18. 
 
 
Kuva 13. Gapdh-geenin expressiotasot ARPE-19 solukokeissa. Positiivisena kontrollina 
käytettiin 50 nM GAPDH siRNA:ta, joka transfetoitiin DharmaFECT4-transfektioreagenssin 
avulla jakautuville ARPE-19 soluille (violetti pylväs). Negatiivisena kontrollina käytettiin 
kaupallista Silencer Negative Control No 1 siRNA:ta (Ambion) (punainen pylväs). Keltainen 
pylväs = PC-3 solunulkoisia vesikkeleitä, Siniset pylväät = siRNA sonikoituna PC-3 ja RBC 
solunulkoisiin vesikkeleihin, vaaleanpunainen = siRNA elektroporoitu PC-3 solunulkoisiin 




β-aktiinia käytettiin qPCR:ssä sisäisenä kontrollina ja tulokset normalisoitiin sen suhteen. 
Käsittelemättömät ARPE-19 soluissa gapdh-geenin ekspressiotaso on 100 %. Soluissa, 
jotka transfektoitiin GAPDH siRNA:lla käyttäen DharmaFECT4-transfektioreagenssia, 
gapdh-geenin ekspressiotaso on 17 %. Solut, jotka tranfektoitiin negatiivisella siRNA 
kontrollilla käyttäen DharmaFECT4-transfektioreagenssia, tai jotka käsiteltiin 
steriilisuodatetuilla solunulkoisilla vesikkeleillä, gapdh-geenin ekspressiotaso oli 71–79 
%. Solukokeella ei pystytty osoittamaan, että solunulkoisissa vesikkeleissä oleva siRNA 
olisi funktionaalinen tai että siRNA:ta olisi ladattu onnistuneesti solunulkoisiin 
vesikkeleihin.  
Solunulkoiset vesikkelit, joita ei steriilisuodatettu ja jotka annettiin soluille, näyttivät 
tuloksissa hyvin erikoisilta. Gapdh-geenin ekspressiotaso lisääntyi näissä solunäytteissä. 
Kuvassa L12, liitteessä 18 on esitetty pylväsdiagrammina tulokset verrattuna 
kontrollisoluihin. Koska näitä solunulkoisia vesikkeleitä ei steriilisuodatettu, 
todennäköisesti näytteissä on kontaminaatio. Solut kasvatettiin antibiootin läsnä ollessa, 
solunulkoiset vesikkelit poistettiin soluilta 24 tunnin inkuboinnin jälkeen ja samalla 
kasvatusalusta vaihdettiin tuoreeseen. Kasvatusalustan samentumista ei havaittu, mutta 
silti epäilen kontaminaation mahdollisuutta, koska tulokset ovat omituiset. Gapdh-geenin 
ilmentyminen lisääntyi 150 % PC-3 kontrolli EV:llä ja 50 % PC-3 EV:llä, joihin oli 
ladattu siRNA:ta.  
 
 
7 TULOSTEN TARKASTELU 
 
7.1 Solunulkoisten vesikkelien eristäminen 
 
Solunulkoisten vesikkelien eristämiseen differentiaali- ja gradienttiultrasentrifugointi 
ovat standardimenetelmiä (Coumans ym. 2017). Tässä työssä käytettiin Heikki Saaren 
optimoimaa PC-3 solujen tuottamien solunulkoisten vesikkelien differentiaali- ja 
gradienttisentrifugointi eristysmenetelmää (julkaisematon 2018). Kuten kappaleessa 
5.2.1 todettiin, differentiaalisentrifugoinnissa partikkelit laskeutuvat koon, muodon ja 
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tiheyden mukaan. Solunulkoisten vesikkelien eristämisessä käytetään erilaisia 
sentrifugaalivoimia. Kasvatusalustaan jääneet solut ja niiden jäänteet sentrifugoidaan 
pienillä sentrifugaalivoimilla, noin 300–1000 g (Kowal ym. 2016). Mikrovesikkelit 
eristetään sentrifugoimalla 10000–20000 g ja eksosomit eristetään sentrifugoimalla 
100000–150000 g. Differentiaalisentrifugoinnissa solunulkoisten vesikkelien sekaan jää 
epäpuhtautena aggregoituneita proteiineja, viruksia tai yhteenkasautuneita solunulkoisia 
vesikkeleitä (Coumans ym. 2017). Stremersch havaitsi yhteistyökumppaneineen (2018), 
että RNA:ta ja DNA:ta hajottavia nukleaaseja jää differentiaaliultrasentrifugoinnin 
jälkeen epäpuhtautena eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin. Nämä nukleaasit 
puhdistuvat gradienttisentrifugoinnissa. Koska tässä työssä tavoitteena on ladata 
nukleiinihappoja solunulkoisiin vesikkeleihin, olisi tärkeätä käyttää nukleaasi vapaita 
solunulkoisia vesikkeleitä. Tässä työssä käytettiin pääasiassa sekä differentiaali- että 
gradienttisentrifugoituja solunulkoisia vesikkeleitä eli eristettyjen vesikkelien pitäisi olla 
nukleaasi vapaita solunulkoisia vesikkeleitä. 
Gradienttisentrifugoinnissa solunulkoiset vesikkelit eristetään tiheyteen perustuen. Tässä 
työssä käytettiin iodixanolia, joka pipetoitiin vaiheittaisena tiheysgradienttina 
sentrifuugiputkeen. Gradientti voi olla ns. jatkuva tai vaiheittainen. Sentrifugoinnin 
aikana solunulkoiset vesikkelit liikkuvat gradientissa, kunnes ne pysähtyvät kohtaan, 
jossa gradientin tiheys vastaa solunulkoisten vesikkelien tiheyttä. Eksosomien ja 
mikrovesikkelien tiheys on välillä 1,10–1,19 g/ml (Xu ym. 2015). PC-3 soluista eristetyt 
solunulkoiset vesikkelit pystyttiin näkemään kapeana faasina 35 % iodixanol ja PBS 
faasien välillä. ARPE-19 soluista eristettyjä vesikkeleitä oli selvästi vähemmän, eikä 
solunulkoisia vesikkeleitä pystytty havaitsemaan silmämääräisesti. Proteiinien tiheys on 
noin 1,26 g/ml ja DNA:lle noin 1,1 g/ml (Ford ym. 1983, OptiPrep Application sheet, 
2018). Proteiinit pystytään todennäköisesti erottamaan vesikkeleistä melko hyvin 
gradienttisentrifugoinnilla, mutta mahdolliset nukleiinihappo epäpuhtaudet eivät 
puhdistu tällä tavoin solunulkoisista vesikkeleistä.  
Iodixanol puhdistettiin solunulkoisista vesikkeleistä suodattamalla Amicon™ Ultra-15 
10k-sentrifuugiputkilla (Ultracel regeneroitu 10kDa MWCO selluloosa kalvo, Millipore-
Merck, USA). Millipore Merckin tutkijat, Cappione ym. (2014) esittelivät julkaisussaan, 
että käytettäessä suurempia kuin 10 kDa membraanin suodatinputkia, solunulkoisten 
vesikkelien määrä vähenee huomattavasti. Tutkijat suosittelivat solunulkoisten 
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vesikkelien puhdistamiseen joko 3 kDa tai 10 kDa sentrifugaaliputkia. Muutamissa 
artikkeleissa, joissa on kuvattu siRNA:n tai DNA:n lataamista solunulkoisiin 
vesikkeleihin, on kuitenkin käytetty 30 kDa, 100 kDa ja 300 kDa membraaneja 
solunulkoisten vesikkelien puhdistamiseen vapaasta siRNA:sta tai DNA:sta (Faruqu ym. 
2018, Lamichhane ym. 2016). Näissä tutkimuksissa ei havaittu solunulkoisten 
vesikkelien määrän vähenemistä suodattamisen jälkeen. Tässä työssä käytettiin 10 kDa 
suodatinputkia, mutta solunulkoisten vesikkelien määrä väheni huomattavasti 
tiheysgradienttisentrifugoinnin ja suodattamisen jälkeen verrattuna ainoastaan 
differentiaalisentrifugointiin.  
Eristyksen tehokkuutta voidaan arvioida laskemalla solunulkoisten vesikkelien 
lukumäärä per µg proteiinia (Coumans ym. 2017). Taulukkoon 9 on laskettu tässä työssä 
eristettyjen ja analysoitujen näytteiden solunulkoiset vesikkelit / proteiinipitoisuus -
suhde.  
Taulukko 9. Eristettyjen solunulkoisten vesikkelien puhtauden arviointi perustuen vesikkelien 
partikkeli- ja proteiinipitoisuuden suhteeseen. DC = differentiaalisentrifugointi, G = 
gradienttisentrifugointi. 
Näyte Nimi Vesikkelien lkm / µg proteiinia 
ARPE-19 (DC+G) NSI-1-1-1 2,11x109 








PC-3 (DC+G)  NSI-13-1 4,59x1010  
PC-3 (DC+G)  NSI-20-1 9,67x109  
RBC (DC+G) P. Somersalo 1,30x109 
 
Kun tämä suhde on 3x1010 solunulkoista vesikkeliä / µg proteiinia tai sen yli, arvioidaan 
solunulkoisten vesikkelien puhtaus korkeaksi (Webber ja Clayton 2013). Artikkelissa oli 
käytetty NTA- ja BCA-menetelmiä vesikkeli- ja proteiinipitoisuuksien määrittämiseen, 
kuten tässäkin työssä käytettiin. Solunulkoiset vesikkelit oli eristetty 
differentiaalisentrifugoinnilla ja sakkaroosi pohjaisella gradienttisentrifugoinnilla. Tässä 
työssä käytettyjen vesikkelien solunulkoisten vesikkelien suhde per µg proteiinia oli alle 
3x1010. Solunulkoiset vesikkelit oli puhdistettu differentiaali- ja 
gradienttisentrifugoinnilla, jossa käytettiin sakkaroosin sijasta iodixanolia. Ainoastaan 
PC-3 eristetyissä solunulkoisissa vesikkeleissä, näytteessä NSI-13-1, solunulkoisten 
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vesikkelin ja proteiinipitoisuuden suhde oli 4,59x1010. Geelisuodatuksessa havaittiin, että 
tässä näytteessä oli iodixanol-reagenssi jäämiä enemmän kuin NSI-20-1 näytteessä, joka 
on vastaavalla tavalla tuotettu ja eristetty näyte. 
Proteiinien määritys BCA-menetelmä on kolometrinen menetelmä. Absorbanssi mitataan 
aallonpituudella 562 nm. Geelisuodatuskromatografiassa käytettiin aallonpituutta 495 
nm, jossa myös iodixanol näyttää absorboivan. Voisiko olla mahdollista, että iodixanol 
vääristää proteiinimittaustuloksia. Asian tarkempi tutkimus saattaisi olla hyödyllistä. Jos 
proteiinipitoisuus on määritetty liian suureksi, myös suhdeluku jää matalaksi. 
Geelisuodatuskromatografiassa solunulkoiset vesikkelit eluoituivat terävänä ja 
symmetrisenä piikkinä. 
 
7.2 Solunulkoisten vesikkelien karakterisointi 
 
Solunulkoisten vesikkelien karakterisointiin käytettiin Western blot-menetelmää. 
HSP70- ja CD9-vasta-aineita käytettiin ARPE-19, PC-3 ja RBC solunulkoisten 
vesikkelien karakterisoitiin.  CD9-vasta-aine kuuluu tetraspaniini kalvoproteiinien 
ryhmään, joita on löydetty eri solutyypeistä eristetyistä solunulkoisista vesikkeleistä 
(Kowal ym. 2016, Witwer ym. 2013). HSP70 on sytosolin proteiini, jota käytetään 
yleisesti solunulkoisten vesikkelien karakterisointiin. Näitä markkereita käytetään 
karakterisoimaan solunulkoisia vesikkeleitä tai niiden alaryhmiä, mutta niiden avulla ei 
voida määrittää solunulkoisten vesikkelien määrää (Witwer ym. 2013). CD9-vasta-
aineita käytettäessä proteiinit analysoidaan ei-pelkistävissä olosuhteissa, jolloin proteiinit 
säilyttävät alkuperäisen laskostuneen rakenteen (Kowal ym. 2017). Vasta-aineet 
tunnistavat epitoopin proteiinista, jossa on useita disulfidi-sidoksia, jolloin proteiinin 
tulee olla laskostunut oikein, jotta se voidaan tunnistaa vasta-aineella. Kowal osoitti 
yhteistyökumppaneidensa kanssa (2016), että CD9 EV-markkeri (ja HSP70) löytyy sekä 
pienistä että suurista vesikkeleistä (eksosomit-mikrovesikkeli). HSP70-vasta-ainetta 
käytettäessä proteiinit analysoitiin pelkistetyissä olosuhteissa. 
Kirjallisuuden mukaan ARPE-19 solunulkoisista vesikkeleistä löytyy CD9 
markkeriproteiini sekä eksosomeista että solulysaatista (Biasutto ym. 2013). 
60 
 
Eksosomeissa proteiinia ilmentyy merkittävästi enemmän kuin solulysaatissa. Myös 
HSP70 EV-markkeri on kirjallisuuden mukaan ARPE-19 eristetyissä eksosomeissa ja 
solulysaatissa (Gangalum ym. 2011). Liitteessä 6 on esitetty tulokset, joissa solulysaatissa 
havaittiin selkeä CD9 proteiini, mutta eristetyissä solunulkoisissa vesikkeleissä proteiini 
näkyi erittäin heikosti. Tämä todennäköisesti johtui siitä, että differentiaali- ja 
gradienttisentrifugoinnin jälkeen EV:iden proteiinipitoisuus oli erittäin matala (n. 56,7 
µg/ml) ja sen takia CD9-markkeria ei tässä analyysissä havaittu, vaikka näytettä oli 
konsentroitu ennen analyysiä. HSP70-proteiini detektoitiin sekä solulysaatista että 
solunulkoisista vesikkeleistä. Myös tässä analyysissä voidaan havaita, että vesikkelien 
proteiinipitoisuus oli erittäin matala. Negatiivisena kontrollina käytettiin konsentroitua 
EV-vapaata kasvatusalustaa, josta EV:t pyrittiin poistamaan ultrasentrifugoimalla 20 % 
seerumista (FSB). Myös tässä näytteessä näkyy HSP70-vasta-aineella hieman 70 kDa 
pienempi proteiini, joka on mahdollisesti ultrasentrifugoidusta seerumista.  Kornilov 
(2018) yhteistyökumppaneineen osoittivat, että EV:iden poistaminen suodattamalla 
Amicon™ 15 kDa -sentrifugaaliputkilla on nopeampi, tehokkaampi ja varsin 
kustannustehokas tapa. Myös tätä tapaa voisi miettiä ARPE-19 solujen EV-vapaan 
kasvatusalustan valmistamiseen.  
PC-3 soluista eristetyissä solunulkoisissa vesikkeleissä oli sekä CD9 että HSP70 EV-
markkereita sekä solunulkoisissa vesikkeleissä että solulysaatissa (kappale 6.1.3, kuva 6). 
Kirjallisuuden mukaan nämä molemmat EV-markkerit ovat hyvin edustettuina PC-3 
solunulkoisissa vesikkeleissä (Yoshioka ym. 2013). RBC solunulkoisista vesikkeleistä ei 
detektoitu CD9- tai HSP70-markkereita. Tämä on myös linjassa kirjallisuuden kanssa, 
jossa ei ollut käytetty CD9- tai HSP70-vasta-aineita. Sen sijaan sytosolin ALIX- ja 
TSG101-proteiineja oli käytetty EV:iden karakterisointiin (Usman ym. 2018). CD9 tai 
HSP70 EV-markkereita ei ole punasolujen solunulkoisissa vesikkeleissä (Suullinen 
tiedonanto Yliperttula Marjo, 18.4.2019). 
 
7.3 Sonikaation vaikutus solunulkoisiin vesikkeleihin 
 
Geelisuodatuskromatografian avulla analysoitiin sonikaation vaikutusta solunulkoisiin 
vesikkeleihin. Työssä analysoitiin sekä käsittelemätön että sonikaatiolla käsitelty EV-
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näyte. Alla esitetyssä kuvassa 14 on pylväsdiagrammi, jossa on verrattu käsittelemätöntä 
(NSI-2) ja sonikoitua (NSI-4) EV-näytettä geelisuodatuksen jälkeen.  
 
 
Kuva 14. Sonikaation vaikutus solunulkoisiin vesikkeleihin. Näytteet: NSI-2 (käsittelemätön) ja 
NSI-4 (sonikoitu) näytteitä. Näytteet geelisuodatettiin ja yhdistettyjen fraktioiden (A10–A13) 
pinta-alat laskettiin yhteen. Detektoinnissa käytettiin neljää absorbanssia (215 nm, 260 nm, 280 
nm ja 495 nm). Pinta-alat normalisoitiin NTA-analyysin partikkelimäärän avulla. 
 
NTA-analyysillä oli määritetty geelisuodatuksen jälkeinen partikkelipitoisuus ja 
geelisuodatuksesta tuloksena saadut pinta-alat normalisoitiin solunulkoisten vesikkelien 
partikkelipitoisuuden avulla. Tuloksista voidaan nähdä, ettei sonikointi hajota 
solunulkoisia vesikkeleitä. 
Tuloksista nähdään, että eristetyt solunulkoiset vesikkelit ovat melko stabiileja. 
Sonikaation vaikutuksia vesikkeleihin tulisi tutkia edelleen. Tässä työssä käytettiin 
sonikaatiossa vesihauteen lämpötiloina noin +25 °C ja +35–40 °C. Koska solunulkoiset 
vesikkelit kiertävät verenkierrossa, niiden voi olettaa olevan melko stabiileja ainakin   
+40 °C asti. Solunulkoisia vesikkeleitä sonikoitiin kolme kertaa 1 min ja välillä näytteet 
jäähdytettiin. Kuten kappaleessa 2.2.2 kirjoitettiin, matalataajuisen ultraäänen 
vaikutuksesta solukalvoon muodostuu kavitaatio kuplia, jotka aiheuttavat pienien reikien 
muodostumisen solukalvoon, jota kautta esim. siirrettävä siRNA kulkeutuu solukalvon 
läpi solun sytosoliin. Kuten kappaleissa 6.4.3 ja 6.6 todettiin, DNA:n tai siRNA:n 
siirtyminen sonikoimalla solunulkoisten vesikkelien sisälle ei onnistunut. Voi olla, että 
vesikkelien kalvorakenteeseen ei syntynyt reikiä, jota kautta DNA tai siRNA pääsisivät 
siirtymään solunulkoisten vesikkelien sisälle. Sonikaatiomenetelmää tulee optimoida 
edelleen esim. kokeilemalla pidempiä sonikaatioaikoja ja ehkä myös korkeampaa 
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vesihauteen lämpötilaa. Ennen lataamista, voisi optimoida sonikaatiota siten, että 
nähdään millaisissa olosuhteissa solunulkoiset vesikkelit hajoavat.  Myös 
ultraäänisonikaatiolaitteissa voi olla eroja. Tässä työssä käytettiin Elmasonic S40H-
ultraäänisonikaattorilla (Elma Schmidbauer, Saksa). Lamichhane ym. 2016 käyttivät 
VWR® Symphony™ vesihaude sonikaattoria (#97043-964). Molemmat sonikaattorit 
toimivat suurin piirtein samalla äänen taajuudella (Elmasonic 37 kHz ja Symphony 35 
kHz) eli ultraäänilaitteiden välillä ei vaikuttaisi olevan eroa. Haney ym. (2015) latasivat 
katalaasia sonikaatiolla eksosomeihin anturisonikaattorilla (Qsonica Sonicator Q700). 




SiRNA:n tai DNA:n lataamisen jälkeen vapaa nukleiinihappo puhdistettiin näytteestä 
geelisuodatuskromatografialla. Geelisuodatusmateriaalina käytettiin Sephacryl S-300 
materiaalia. Kromatogrammit on esitetty liitteessä 7. Solunulkoiset vesikkelit eluoituvat 
kolonnista ensimmäisenä molekyylikokoon perustuen (fraktiot A10–A13, 
huippupitoisuus noin 15 ml kohdassa). Vapaa siRNA tai DNA eluoituvat kolonnista 
samassa kohdassa, selvästi myöhemmin kuin solunulkoiset vesikkelit (fraktiot A18–A25, 
huippupitoisuus noin 25 ml). Aallonpituudella 260 nm nähdään absorbanssissa selvä 
muutos, kuten myös FAM-leimatulla DNA:lla aallonpituudella 495 nm. 
Tiheysgradienttisentrifugoinnissa käytetty iodixanol (Optiprep™) eluoituu viimeisenä 
(fraktiot A30–A37, huippupitoisuus noin 37 ml). Iodixanol on pyritty puhdistamaan 
suodattamalla Amicon 10kDa sentrifugaaliputkilla, mutta jonkin verran reagenssia 
näytteisiin jää. Iodixanol absorboi voimakkaasti kaikilla käytetyillä allonpituuksilla. 
Iodixanolin määrässä on eroja EV-erien välillä, esimerkiksi NSI-13-1 EV-näytteessä on 
selvästi enemmän iodixanolia kuin NSI-20-1 EV-näytteessä. 
 
7.4.1 Solun ulkoisten vesikkelien saanto-% geelisuodatuksen jälkeen 
 
Solunulkoisten vesikkelien eristämisessä on perinteisesti käytetty 
gradienttiultrasentrifugointia ja iodixanol-reagenssia (Coumans ym. 2017). Tämä 
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menetelmä on kuitenkin työläs ja hidas. Lisäksi on raportoitu, että solunulkoisten 
vesikkelien määrä puhdistuksen aikana laskee huomattavasti (Muller ym. 2014). 
Coumans ym. (2017) ovat koonneet artikkeliinsa taulukon solunulkoisten vesikkelien 
eritysmenetelmistä ja EV:iden saanto-% eri menetelmissä. Erilaisia eristysmenetelmiä ei 
voida suoraan verrata keskenään, koska lähtömateriaalit ja detektointimenetelmät eroavat 
toisistaan. Taulukossa on arvioitu differentiaalisentrifugoinnille EV saanto-%:ksi             
2–80 %, gradienttisentrifugoinnille 10 % ja geelisuodatukselle 40-90 % eli saanto-% 
vaihtelee hyvin matalasta 2 %:sta jopa 90 %:iin. 
Tässä työssä solunulkoisten vesikkelien partikkelipitoisuus oli selvitetty ennen 
geelisuodatusta NTA-analyysillä. Geelisuodatuksen jälkeen solunulkoisia vesikkeleitä 
sisältävät fraktiot A10–A13 yhdistettiin ja konsentroitiin, jonka jälkeen näytteistä 
mitattiin partikkelipitoisuudet uudestaan. Kuvassa 15 on esitetty tulokset, jossa verrataan 
solunulkoisten vesikkelien määrää ennen ja jälkeen geelisuodatuksen. Kuvassa on 
näytteitä, joihin on yritetty sonikaation avulla ladata DNA:ta tai siRNA:ta. Kappaleessa 
7.3 osoitettiin, ettei sonikaatio vaikuta EV:iden lukumäärään.  
 
 
Kuva 15. NTA-analyysitulokset pylväsdiagrammeina ennen ja jälkeen geelisuodatuksen A) PC-3 
soluista eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin (DC+G) ladattiin sonikaatiolla DNA:ta B) PC-
3 ja RBC soluista eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin (DC+G) ladattiin sonikaatiolla 
siRNA:ta ja C) PC-3 soluista eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin (DC) ladattiin 




Tuloksista voidaan selkeästi nähdä, että solunulkoisten vesikkelien määrä laskee todella 
paljon geelisuodatuksen jälkeen. Kuvassa 15 (A) on ladattu differentiaali- ja 
gradienttisentrifugoinnilla puhdistettuihin PC-3 soluissa tuotettuihin solunulkoisiin 
vesikkeleihin DNA:ta. Näytteissä solunulkoisten vesikkelien saanto-% oli vain 5–10,4 %.  
NSI-7-1 näyte ultrasentrifugoitiin konsentroinnin sijaan (näyte NSI-8-1), jolloin 
solunulkoisia vesikkeleitä saatiin talteen vähemmän. Ultrasentrifugointi ei sovellu 
geelisuodatusfraktioiden yhdistämiseen, koska tällä tavoin menetetään hyvin paljon 
solunulkoisia vesikkeleitä. Konsentroidussa näytteessä geelisuodatuksen jälkeen saanto-
% oli 10 % ja ultrasentrifugoinnissa ainoastaan 2,6 %. Kuvassa 15 (B) on ladattu 
siRNA:ta sekä PC-3 että punasoluista eristettyihin ja puhdistettuihin solunulkoisiin 
vesikkeleihin. Myös näissä näytteissä solunulkoisten vesikkelien määrä geelisuodatuksen 
jälkeen oli todella matala, saanto-% oli 7,4–28,4 %.  Kuvassa 15 (C) on ladattu ainoastaan 
differentiaalisentrifugoinnilla puhdistettuihin PC-3 soluissa tuotettuihin solunulkoisiin 
vesikkeleihin DNA:ta ja siRNA:ta. Vesikkelien määrä näytteissä NSI-9-1 ja NSI-15-1, 
jotka olivat ainoastaan differentiaalisentrifugoitu ja sen jälkeen puhdistettu 
geelisuodattamalla, väheni huomattavasti vähemmän kuin sekä differentiaali- että 
tiheysgradienttisentrifugoiduissa näytteissä. Näissä näytteissä geelisuodatuksella 
puhdistettiin 5,12x1011 EV.tä ja noin 47–59 % EV:stä saatiin talteen geelisuodatuksen 
jälkeen. Liitteessä 19 on esitetty kaikkien näytteiden saanto-% sekä taulukossa että 
pylväsdiagrammina.  
Tässä työssä todettiin, ettei ultrasentrifugointia kannata käyttää geelisuodatusfraktioiden 
yhdistämiseen ja partikkelien ”konsentrointiin”. Haraszti yhteistyökumppaneineen 
(2018) puhdistivat vapaan kolesteroli-siRNA kompleksin solunulkoisista vesikkeleistä 
ultrasentifugoimalla, joka tässä työssä osoittautui heikoksi menetelmäksi. Mielestäni 
geelisuodatuskromatografia toimii hyvin vapaan siRNA:n tai DNA:n puhdistamiseen 
solunulkoisista vesikkeleistä. Myös mahdolliset iodixanol-jäämät ja muut mahdolliset 
reagenssit, voidaan puhdistaa geelisuodatuskromatografialla. Stremersch ym. (2018) 
ehdottivat, että geelisuodatusmenetelmä voisi olla parempi menetelmä. Koska 
geelisuodatuskromatografia on hidas ja työläs menetelmä käytetyllä 
kromatografiaohjelmalla, näytteitä analysoitiin hyvin vähän. Selvää on, että solunulkoisia 
vesikkeleitä menetetään hyvin paljon geelisuodatuskromatografiassa 39 ml kolonnilla ja 
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ajoaika on myös liian pitkä. Jos vesikkelien määrä geelisuodatuksessa on suurempi, 
näyttäisi saanto-% hieman paremmalta.  
 
7.4.2 Geelisuodatusmenetelmän arviointi 
 
Tässä työssä käytettiin geelisuodatuksessa Sephacryl S-300 materiaalia. Tätä materiaalia 
ei ole aiemmin käytetty solunulkoisten vesikkelien puhdistamiseen.  Taulukkoon 10 on 
koottu solunulkoisten vesikkelien eristyksessä ja puhdistuksessa käytettyjen 
geelisuodatusmateriaalien ominaisuuksia. Erilaisia geelisuodatusmateriaaleja on 
kokeiltu, kuten agaroosipohjaisia Sepharose CL-2B- (Böing ym. 2014) ja CL-4B-
materiaaleja ja Sepharyl S400-materiaalia (Baranyai ym. 2015). Baranyai 
yhteistyökumppaneineen havaitsi, että CL-2B sepharoosi ei puhdistanut verestä 
eristettyjä solunulkoisia vesikkeleitä albumiinista. Lane optimoi 
yhteistyökumppaneidensa (2019) kanssa menetelmää vertailemalla Sepharose CL-2B- ja 
CL-4B-materiaaleja sekä optimoimalla kolonnin kokoa (1–10 ml). Optimaalisin 
resoluutio saavutettiin 10 ml CL-4B-kolonilla. Artikkelissa kerättiin 500 µl:n fraktioita ja 
EV:t eluoituvat kolmessa fraktiossa eli 1,5 ml näytetilavuudessa.  
Taulukko 10. Solunulkoisten vesikkelien eristämisessä käytettyjen geelisuodatusmateriaalit 
(Sigma-Aldrich, GE HEalthcare) 
Materiaali  Partikkelikoko Huokoskoko pH alue 
CL-2B 2 % agaroosi 60–200 µm 100–20000 kDa (dekstraanit) 
70–40000 kDa (glob. prot) 
3–13 
CL-4B 4 % agaroosi 45–165 µm 30–5000 kDa (dekstraanit) 




25–75 µm 10–2000 kDa (dekstraanit) 




25–75 µm 1–400 kDa (dekstraanit) 
10–1500 kDa (glob. prot) 
3–11 
 
Pienemmän huokoskoon takia EV:iden resoluutio on parempi CL-4B 
geelisuodatusmateriaalilla (Lane ym. 2019). Sephacryl S300-materiaalissa on pienempi 
huokoskoko kuin S400-materiaalissaja ja tällä kolonnimateriaalilla pystyttiin erottamaan 
DNA ja siRNA oligonukelotidit solunulkoisista vesikkeleistä. Olisi kuitenkin 
mielenkiintoista kokeilla S400 ja CL-4B materiaaleja siRNA:n ja DNA:n puhdistamiseen 
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solunulkoisista vesikkeleistä. Tässä tutkimuksessa käytettiin 39 ml:n kolonnia ja 
Sephacryl S-300 materiaalia. Kromatografiassa kerättiin 1 ml:n fraktioita ja EV:t 
eluoituvat neljän fraktion alueella (4 ml). Kolonnin koko on noin 4 kertaa suurempi kuin 
Lanen ja kumppaneiden (2019) käyttämä. Todennäköisesti olisi järkevämpää käyttää 
pienempää kolonnia EV:den puhdistamiseen ja kerätä pienempiä fraktioita, koska 
kromatografia-ajot ovat tällä menetelmällä hyvin hitaita. Lisäksi solunulkoiset vesikkelit 
eluoituvat kolonnista useampaan fraktioon, joka johtaa näytteiden konsentrointiin. Jos 
mahdollista, näytteiden konsentrointia geelisuodatuksen jälkeen olisi syytä välttää. 
Jokainen puhdistusvaihe lisää solunulkoisten vesikkelien hävikkiä.  
Tässä työssä käytetyssä menetelmässä kromatografia kestää 160 min ja ennen seuraavaa 
ajoa kolonni tasapainotetaan kahdella kolonnin tilavuudella. Tämän takia menetelmää 
tulisi optimoida myös 10 ml:n kolonneilla, koska näin puhdistukseen kuluu huomattavasti 
vähemmän aikaa. Toki kromatografialaitteella on mahdollista absorbanssia mittaamalla 
selvittää mihin fraktioon EV:t eluoituvat tai tässä työssä detektoida vapaan siRNA/DNA 
eluoituminen. S-300 materiaali sopii hyvin lyhyiden DNA/siRNA molekyylien 




7.5.1 Fluoresenssi mittausmenetelmän arviointi 
 
Regressioanalyysin perustuen fluoresenssimittauksen lineaarinen alue on vain 0,04–2 
µM. Lineaarisen alueen määrittämiseksi, tulisi koe suorittaa uudestaan siten, että näytteitä 
olisi tiheämmin DNA pitoisuus välillä 1–3 µM. Toteamisrajan ja määritysrajan voisi 
tämän jälkeen laskea. Tässä kokeessa oli vain kaksi rinnakkaista näytettä. Koesarja tulisi 
suunnitella siten, että rinnakkaisia standardinäytteitä olisi kolme. 
Fluoresenssi mitattiin kirkkaalla 96-kuoppalevyllä. Mustareunaista kuoppalevyä 
kirkkaalla pohjalla suositellaan yleensä fluoresenssimittauksiin, koska musta väri 
absorboi valoa ja vähentää taustaa (Promega 2019). Tässä työssä käytettiin sekä kirkkaita 
että mustareunaisia kuoppalevyjä. Kirkkaita levyjä käytettäessä tausta oli selvästi 
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korkeampi kuin mustilla levyillä. Voimakkailla signaaleilla havaittiin myös ilmiö, jossa 
viereisten kuoppien signaalit lisäsivät vierekkäisten kuoppien fluoresenssia (Promega 
2019). 5-FAM-DNA:lla ladatut, geelisuodatetut ja konsentroidut näytteet mitattiin 
käyttäen Perkin Elmerin mustareunaisia Optiplate 96-kuoppalevyjä.  Jos kirkkaita 96-
kuoppalevyjä joudutaan käyttämään, näytteet kannattaa pipetoida joka toiseen kuoppaan, 
jotta viereisen kuopan fluoresenssi ei häiritse mittausta.  
 
7.5.2 Fluoresenssin mittaus geelisuodatetuista solunulkoisista vesikkeleistä 
 
Fluoresenssia ei juurikaan havaittu näytteissä ja tämän työn perusteella voidaan todeta, 
ettei DNA:ta ole siirtynyt vesikkelien sisälle siinä määrin, että se voitaisiin detektoida. 
Geelisuodatusfraktioista mitattiin fluoresenssia suoraan 1 ml:n fraktioista, mutta 
ainoastaan vapaan DNA:n fraktioista, joissa DNA:n pitoisuus oli riittävä, oli mahdollista 
mitata fluoresenssia. Yhdistetyn ja konsentroidun EV- ja kontrollinäytteen välillä 
havaittiin, että kontrollinäytteessä oli hieman enemmän fluoresenssia. Mittausarvot olivat 
erittäin matalia eivätkä ne olleet lineaarisella alueella. On mahdollista, että 
kontrollinäytteisiin on valunut vapaata, aggregoitunutta DNA:ta, joka näkyy matalana 
fluoresenssina fraktioissa A15–A17. Vapaa DNA on siis eluoitunut leveämpänä piikkinä 
geelisuodatuskolonnista. Erityisesti näytteessä NSI-8, jossa oli käytetty 2 nmol DNA:ta, 
mitattiin fluoresenssia kontrollifraktioissa (NSI-8-2) kuten kuvassa 12 kappaleessa 6.4.3 
on nähtävissä. Myös NSI-9 näytteessä oli käytetty sama määrä DNA:ta, mutta tästä 
näytteestä ei valmistettu kontrollinäytettä. NSI-9-1 ladatuissa solunulkoisissa 
vesikkeleissä mitattiin hieman fluoresenssia, joka voimistui triton-x-100 käsittelyn 
jälkeen. On kuitenkin muistettava, että fluoresenssi arvot ovat hyvin matalia ja juuri 
lineaarisen alueen alueen rajalla. Kappaleessa 6.4.1 todettiin, että fluoresenssi 
mittausmenetelmän lineaarisuus on DNA-pitoisuuksilla 0,04–2 µM (fluoresenssiarvot 
0,134 ± 0,008 - 53,827 ± 3,649). NSI-9 näytteessä fluoresenssi oli 0,097 ja triton-x-100 




7.6 Totaali RNA:n eristys 
 
Totaali RNA:n eristyksen jälkeen näytteiden RNA pitoisuudet mitattiin Nanodrop One-
laitteella. Valmistajan mukaan laitteella voidaan mitata luotettavasti 1,6–22000 ng/µl 
RNA pitoisuuksia (Thermo Scientific, 2017). Nukleiinihappojen absorptiomaksimi on 
aallonpituudella 260 nm ja vastaavasti proteiineille absorptiomaksimi on 280 nm 
(Sambrook ym. 1989, Wilfinger ym. 1997). Nukleiinihappojen puhtautta arvioidaan 
A260 nm ja A280 nm suhteella, joka puhtaalle RNA:lle on yli 1,8. Mahdollisten 
epäpuhtauksien absorptiomaksimi on 230 nm. A260 nm ja A230 nm suhteella arvioidaan 
eristettyjen nukleiinihappojen epäpuhtauksien määrää. EDTA, hiilihydraatit ja fenolit 
voivat olla mahdollisia epäpuhtauksia, jotka absorboivat aallonpituudella 230 nm 
(Wilfinger ym. 2017).  Tässä työssä käytettiin RNA:n eristämiseen Qiagenin RNeasy 
mini -kittiä. Valmistajan mukaan solujen hajotuksessa käytetyssä RLT-puskurissa on 
guanidiini tiosyanaattia, joka absorboi voimakkaasti aallonpituuksilla 220–230 nm (von 
Ahlfen ja Schlumpberger, 2010). Yleisesti on suositeltu, että A260/A230 nm suhde tulisi 
olla välillä 2,0–2,2. Jos A260/A230 nm suhde on alle tuon, se on merkki orgaanisista 
epäpuhtauksista.  
Liitteessä 13 on esitetty RNA-eristysten tulokset. A260/A280 nm suhde oli lähes 2 (1,90 
- 1,98) kaikissa, paitsi yhdessä näytteessä, jonka arvo oli 1,77. Tulosten perusteella 
voidaan todeta, ettei eristetyissä RNA näytteissä havaittu epäpuhtautena proteiineja. Sen 
sijaan A260/A230 nm suhde oli suurimmassa osassa näytteitä liian matala, jopa alle 1,0 
(0,2–0,7). Ainoastaan kolmessa näytteessä tämä suhde oli hyväksyttävissä rajoissa eli 
noin 2,0. Cicinnati yhteistyökumppaneineen (2008) raportoi samankaltaisista tuloksista, 
joissa A260/A280nm suhde oli noin 2,0 luokkaa, mutta A260/A230 nm suhde oli 0,43–
2,23. Tässä tutkimuksessa päädyttiin siihen, ettei matalalla A260/A230 nm suhteella ollut 
merkitystä RT-PCR tuloksiin.  
Kuten edellä todettiin, matala A260/230 nm suhde johtuu yleensä RLT-puskurissa 
olevasta guadiniinitiosyanaatista. RNA eristyksissä tätä reagenssia jää hyvin vähäisiä 
määriä näytteisiin ja että vasta yli 100 mM määrä vaikuttaa inhiboivasti RT-PCR 
analyysiin (von Ahlfen ja Schlumpberger 2010). Myös RNA-pitoisuus vaikuttaa 
absorbanssi suhteeseen. Jos RNA sisältää epäpuhtauksia, voidaan sitä puhdistaa 
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esimerkiksi saostamalla natriumasetaatin ja etanolin avulla (Walker ja Lorcsh 2013). 
Tässä kuitenkin menetetään jonkin verran RNA:ta ja sen takia tässä työssä ei saostettu 
RNA:ta, koska RNA-pitoisuudet olivat alhaisia. A260/230 nm suhdetta pyrittiin 
parantamaan ennen eluutiota puhdistuspylväästä tehtävällä ylimääräisellä 
sentrifugoinnilla.  
 
7.7 Kvantitatiivinen PCR  
 
Kvantitatiivisen PCR:n tehokkuutta arvioitiin analysoimalla standardinäytteet 
molempien geenien alukepareilla. Menetelmän tehoa arvioitiin viiden näytteen 
laimennossarjalla, jonka on todettu olevan riittävä määrä menetelmän arviointiin (Nolan 
ym. 2013). Kvantitatiivisessa PCR:ssä tehokkuuden tulisi olla 90 % - 110 % (Life 
Technologies 2012).  Suoran logaritminen kulmakerroin on tällöin olla -3,58 ja -3,10 
välillä. Kun reaktion tehon arvoksi saadaan 100 %, tarkoittaa se sitä, että templaatti 
cDNA:n määrä kaksinkertaistuu jokaisessa syklissä. Amplikonin pituus, GC pitoisuus ja 
sekundäärirakenteet voivat vaikuttaa PCR reaktion tehoon. Jos reaktion tehokkuus jää 
alle 90 %, reaktiossa käytettyjen reagenssien pitoisuudet tai entsyymin laatu eivät ole 
riittäviä. Jos tehokkuus on yli 110 %, on reaktiossa usein inhibiittoreita läsnä. 
Kappaleessa 6.6, taulukossa 8 on esitetty standardimenetelmässä saadut tulokset. 
Reaktion tehokkuus oli molemmilla alukepareilla analysoitaessa yli 90 % (GAPDH:lle 
91 % ja β-aktiinille 97 %) eli teknisesti qPCR:n voidaan sanoa onnistuneen hyvin. 
Korrelaatiokerroin (R2) kuvaa suoran lineaarisuutta eli sitä, miten hyvin datapisteet ovat 
sovitettavissa suoralle (Nolan ym. 2013). Korrelaatiokertoimen tulisi olla lähes 1 ja 
vähintään 0,98. Tässä työssä korrelaatiokertoimet olivat 0,9957 (GAPDH) ja 0,9931 (β-
aktiini). Yleensä analysoidaan vähintään kolme rinnakkaista näytettä, mutta tässä työssä 
rinnakkaisia näytteitä oli vain kaksi, koska näytteet analysoitiin yhdellä 96-kuoppalevy. 
Vaikutti siltä, että solunulkoisten vesikkelien lataaminen ei onnistunut ja tämän takia 
kustannussyistä tehtiin vain yhden 96-kuoppalevyn analyysi. Rinnakkaiset näytteet 
onnistuivat hyvin, eivätkä Ct-arvot juurikaan eronneet toisistaan. 
Kvantitatiivisessä PCR:ssä gapdh-geenin tulokset normalisoitiin β-aktiinin tuloksilla. 
Kontrollisolut eli käsittelemättömät solut, PC-3 soluista eristetyt solunulkoiset vesikkelit 
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tai gapdh-siRNA ladatut vesikkelit eivät vaimentaneet gapdh-geenin ilmentymistä 
ARPE-19 soluissa. Ainoastaan solut, joihin gapdh-siRNA siirrettiin DharmaFECT4 
transfektioreagenssilla, vaimensivat selvästi gapdh-geenin ilmentymistä 17 %. Tämä 
osoitti, että solukoe onnistui teknisesti. 
Työssä käytetyt solunulkoset vesikkelit, siRNA:lla ladatut tai kontrollit 
steriilisuodatettiin ennen niiden lisäämistä soluille. Tämän todettiin olevan tarpeen, koska 
steriilisuodattamattomien näytteiden qPCR tulokset ovat todella erikoiset ja näiden 
näytteiden kohdalla epäilen kontaminaation mahdollisuutta. Solunulkoisia vesikkeleitä ei 
tuotettu aseptisesti. Vaikka solukasvatuksissa käytetään kahta antibioottia, penisiliiniä ja 
streptomysiiniä, tulee solunulkoiset vesikkelit valmistaa aseptisesti tai vaihtoehtoisesti 
steriilisuodattaa. Steriilisuodatusta ei tässä työssä ehditty optimoimaan. Optimointi olisi 
syytä tehdä eli selvittää NTA-analyysillä solunulkoisten vesikkelien määrä ennen ja 
jälkeen steriilisuodatuksen. Erilaisia steriilisuodattamia ja materiaaleja tulisi myös 
kokeilla. Tässä työssä käytettiin 0,22 µm PES-ruiskusuodatinta. Kirjallisuudesta löytyi, 
että solunulkoisten vesikkelien sterilointiin on käytetty mm. 0,22 µM PES ja 0,22 µM 
selluloosa pohjaisia ruiskusuodattimia (Kwizera ym. 2018, Yamashita ym. 2016). 
Molemmat materiaalit ovat hydrofiilisiä. Valitettavasti on havaittu, että 
steriilisuodatuksessa menetetään eksosomeja. 82 % gradienttipuhdistetuista eksosomeista 
saatiin talteen steriilisuodatuksen jälkeen ja ainoastaan differentiaalisentrifugoituja 
eksosomeja saatiin talteen steriilisuodatuksen jälkeen alle 50 % (Yamashita ym. 2016). 
Lamparski ym. 2002 ovat havainneet tutkimuksissaan saman ongelman.  Eksosomien 
agregoituminen steriilisuodatuksessa, voi olla mahdollinen syy eksosomien huonoon 
saantoon ja suodattimien suurempaa huokoskokoa ehdotettiin ratkaisuksi tähän 
(Yamashita ym. 2016). Myös BSA:n käyttö selluloosafiltterillä inhiboi eksosomien 
tarttumista filtteriin. 0,45 µm ruiskusuodatin voisi olla myös riittävä steriilisuodatukseen 
eli tätä kannattaisi myös testata.  
Vesikkelien määrää solukokeissa pitää lisätä. Tässä työssä vesikkelien määrä oli PC-3 
solunulkoisten vesikkelien kohdalla noin 1x109 solunulkoista vesikkeliä per kuoppa. Tätä 
määrää tulisi lisätä, mutta ensin tulee optimoida solunulkoisten vesikkelien 






Tässä tutkielmassa fluoresenssimittausten perusteella solunulkoisten vesikkelien 
lataaminen sonikaatiolla tai elektroporaatiolla ei onnistunut. Fluoresoivalla leimalla 
leimatun kaksijuosteisen DNA:n mittaaminen solunulkoisista vesikkeleistä on haastavaa, 
koska DNA-pitoisuus vesikkelien sisällä on todennäköisesti melko matala, jolloin 
fluoresenssi mittausmenetelmän detektioraja on rajoittava tekijä. Fluoresenssi 
mittausmenetelmää tulee kehittää edelleen ja menetelmä tulisi myös validoida 
useammilla rinnakkaisilla standardinäytteillä. Muita mahdollisia tapoja DNA:n tai 
siRNA:n detektoimiseen tulisi myös harkita. Markkinoilla on kaksijuosteisen DNA:n 
mittaamiseen kaupallinen menetelmä, jossa dsDNA:n detektioraja on 50 pg – 2 µg 
(Quant-iT™ PicoGreen kit, 2008). Tässä tutkielmassa fluoresenssi mittausmenetelmällä 
pystyttiin detektoimaan 0,04 µM pitoisuus, joka vastaa 21 nt dsDNA molekyylillä 53 
ng/µl pitoisuutta. Kaupallisella menetelmällä saattaisi onnistua myös tätä matalampien 
pitoisuuksien mittaaminen. Harkittaessa tällaista menetelmää, tulee käyttää kontrolleina 
käsittelemättömiä solunulkoisia vesikkeleitä, koska solunulkoiset vesikkelit kuljettavat 
nukleiinihappoja luonnostaan, kuten johdannossa kirjoitettiin. Ennen DNA:n ja RNA:n 
pitoisuuden mittaamista, solunulkoisten vesikkelien kalvorakenne tulee hajottaa, johon 
voidaan käyttää esim. SDS- ja Triton-x-100-reagensseja (Osteikoetxea ym. 2015). 
ARPE-19 soluille kehitetty solukoemenetelmä ja gapdh-geenin ilmentymisen 
mittaaminen qPCR-menetelmällä onnistui positiivisella ja negatiivisella kontrolli 
siRNA:lla. Valitettavasti ladatuilla solunulkoisilla vesikkeleillä gapdh-geenin 
vaimentumista ei havaittu. Solukokeessa tulee käyttää enemmän solunulkoisia 
vesikkeleitä per kuoppa ja lisäksi solunulkoisten vesikkelien sterilointimenetelmää tulee 
kehittää. Sterilointimenetelmän kehityksessä tulee selvittää partikkelipitoisuus NTA-
menetelmällä ennen ja jälkeen sterilointisuodatuksen. Vaihtoehtoisesti solunulkoiset 
vesikkelit voidaan eristää aseptisissa olosuhteissa. 
Tässä tutkielmassa käytettiin ARPE-19 solujen solunulkoisten vesikkelien sijaan PC-3 
solujen vesikkeleitä, joita oli saatavilla labratoriossa. Solunulkoisia vesikkeleitä tulisi 
tuottaa bioreaktorissa ja ARPE-19 solujen kasvattaminen bioreaktorissa tulisi optimoida. 
Jos solukokeessa käytetään mallisoluina ARPE-19 soluja, olisi toivottavaa ladata myös 
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näissä soluissa tuotettuja solunulkoisia vesikkeleitä siRNA:lla. Kuten kappaleessa 3.4.2 
kirjoitettiin, solunulkoisten vesikkelien on havaittu kulkeutuvan tehokkaammin niihin 
soluihin, joissa solunulkoiset vesikkelit on tuotettu. Esimerkiksi eksosomit, jotka on 
tuotettu aivojen endoteelisoluissa, otetaan takaisin aivojen endoteelisoluihin 
tehokkaammin kuin muissa soluissa tuotetut eksosomit (Haqqani ym. 2013).  
Tutkielmassa todettiin, että solunulkoisten vesikkelien eristysmenetelmää tulisi 
optimoida edelleen, jotta solunulkoisia vesikkeleitä onnistuttaisiin eristämään ja 
puhdistamaan mahdollisimman paljon. Tässä työssä solunulkoiset vesikkelit eristettiin 
differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnilla, konsentroitiin Amicon 10kDa 
sentrifuugiputkilla, puhdistettiin latauskokeiden jälkeen geelisuodatuskromatografialla ja 
lopuksi vielä konsentroitiin uudestaan Amicon 10kDa sentrifuugiputkilla. Valitettavasti 
saantoprosentti oli hyvin matala näiden puhdistusvaiheiden jälkeen. Solunulkoisten 
vesikkelien puhdistamista ainoastaan differentiaalisentrifugoinnilla tulisi harkita, vaikka 
Stremersch (2018) yhteistyökumppaneineen havaitsi mahdollisia nukleaasi 
epäpuhtauksista. Sentrifugoinnin jälkeen solunulkoiset vesikkelit voisi ladata siRNA:lla 
sopivalla fysikaalisella menetelmällä ja ylimääräisen siRNA:n voitaisiin puhdistaa 
geelisuodatuskromatografialla. Geelisuodatuskromatografiaa tulee myös optimoida. 
Kolonnin kokoa tulisi pienentää ja kromatografiakolonnin geelimateriaaleja kannattaisi 
myös kokeilla, kuten kappaleessa 7.4.2 kirjoitettiin. 
Kirjallisuuskatsauksessa kappaleessa 2.2 selvitettiin, millaisia menetelmiä siRNA:n 
lataamisessa solunulkoisiin vesikkeleihin on aiemmin käytetty. Fysikaalinen 
latausmenetelmä eristettyihin solunulkoisiin vesikkeleihin voisi olla parempi vaihtoehto 
kuin kemiallinen. Tässä tutkielmassa kokeiltiin lataamista ensisijaisesti sonikaatiolla ja 
toissijaisesti elektroporaatiolla. Näistä menetelmistä sonikaatio vaikutti yksinkertaiselta 
menetelmältä ja se olisi helpommin skaalattavissa suurempaan mittakaavaan. 
Kirjallisuuden perusteella elektroporaatio ei vaikuttanut lupaavalta ja myös tässä 
tutkielmassa todettiin, että elektroporaatiopuskurissa käytetty iodixanol-reagenssi 
aiheuttaa ongelmia geelisuodatuskromatografiassa ja se on puhdistettava suodattamalla, 
jolloin solunulkoisten vesikkelien määrä vähenee. Sonikaatiomenetelmää tulisi 
optimoida esim. kokeilemalla pidempiä sonikaatioaikoja ja korkeampia lämpötiloja. 
Solunulkoiset vesikkelit näyttävät melko stabiileilta eikä niiden hajoamista havaittu, 
kuten kappaleessa 7.3 esitettiin. Anturisonikaattoria tulisi kokeilla 
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vesihaudesonikaattorin lisäksi ja muita fysikaalisista latausmenetelmiä, kuten 
jäädytys/sulatus-menetelmää voisi kokeilla.  
Jotta solunulkoiset vesikkelit saadaan kohdennettua aivoihin ja keskushermostoon, 
solunulkoisiin vesikkeleihin todennäköisesti kannattaa lisätä kohdentamiseen sopiva 
molekyyli. Tämän tyyppistä muokkaamista on solunulkoisiin vesikkeleihin tehty 
biogeneesin aikana valmistamalla tranfektoimalla solukanta, joka tuottaa solunulkoisia 
vesikkeleitä, joiden pinnalla on kohdentamiseen soveltuva pintaproteiini. Valmistettavan 
solukannan tulee olla stabiili eli geenin, joka koodaa haluttua peptidiä/proteiinia, tulee 
integroitua solun genomiin. Tulevaisuudessa voisi esim. tuottaa aivojen endoteelisoluilla 
solunulkoisia vesikkeleitä, jotka ilmentävät kohdentamiseen sopivaa aivojen 
endoteelisolujen pintaproteiinia tai sen osia. Näihin eristettyihin solunulkoisiin 
vesikkeleihin voisi ladata siRNA:ta sopivalla fysikaalisella menetelmällä. Tutkielman 
perusteella geelisuodatuskromatografia soveltuu hyvin latautumattoman, vapaan 
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 LIITE 1   PC-3 solunulkoisten vesikkelien tuotto bioraktorissa 
PC-3 solut kasvatettiin CELLine AD 1000 -bioreaktorissa (Sigma-Aldrich, USA, 
#Z688029). Solunulkoisten vesikkelien tuottamisessa käytettiin PC-3 soluja, jotka oli 
jaettu P20-22 kertaa. Solut kasvatettiin Heracell™ 150 -inkubaattorissa (Kendro 
Laboratory Products, USA) +37°C lämpötilassa ja CO2-pitoisuus oli 5 %. Bioreaktori on 
kaksiosainen (kuva L1). Sisäkammiossa solut kasvavat tiheästi ja ulkokammiossa on 
soluista vapaa kasvatusalusta. Puoliläpäisevä 10 kDa regeneroitu selluloosa membraani 
erottaa sisä- ja ulkokammion toisistaan. Ravinteet ja jätetuotteet läpäisevät 
puoliläpäisevän kalvon. Silikonikalvo bioreaktorin alaosassa mahdollistaa hapettumisen 
ja kaasujen vaihdon.  
 
Kuva L1. CELLine AD 1000 -bioreaktorin kaaviokuva (Muokattu kuvasta Guerreiro ym. 2018). 
 
Kammion sisäosassa, jossa solut kasvatettiin, käytettiin 15 ml Advanced DMEM/F12-
kasvatusalustaa (Gibco), johon oli lisätty 4,5 g/ml glukoosia ja 2 mM L-glutamiinia. 
Kammion ulko-osassa käytettiin 750 ml Ham`s F-12 kasvatusalustaa (Gibco), johon oli 
lisätty 83 ml FBS ja 4,5 g/ml glukoosia. Kasvatuksessa käytetyt alustat steriilisuodatettiin 
0,22 µm PES-suodattimella (Sartolab RF 250 Filter system, Sartorius, Saksa). 
Glukoosiliuos valmistettiin D- (+)-glukoosista (Sigma-Aldrich, USA). Solunulkoiset 
vesikkelit kerättiin pipetoimalla bioreaktorin sisäkammiosta. Solut pestiin kolme kertaa 
10 ml:lla 1xDPBS (Gibco) ja liuos yhdistettiin sisäkammiosta pipetoituun 
kasvatusalustaan. Kasvatusalustasta poistettiin mahdolliset solujen jäänteet 
sentrifugoimalla 50 ml:n falcon putkissa 2500xg, +4°C ja 25 min (Eppendorf5810R, 
Eppendorf, Saksa). Supernatantti, jossa on solunulkoiset vesikkelit, siirrettiin uusiin 50 
ml:n falcon putkiin. Putket säilytettiin +4°C jääkaapissa ennen solunulkoisten vesikkelien 
eristystä. 
 LIITE 2  Nukleiinihapposekvenssit ja solukokeen pipetointijärjestys  
 
Taulukko L1. DNA-oligonukleotidien sekvenssit ja liuotustilavuus 1xTE-puskuriin 
(oligonukleotidin lopullinen pitoisuus 100 µM). 
Nimi Sekvenssi (5`→ 3`) (21 nt) Liuotustilavuus (µl) 
5-FAM-SS-GAPDH (5-FAM) GGT CAT CCA TGA CAA CTT TTT 1390 
AS-GAPDH AAA GTT GTC ATG GAT GAC CTT 1885 
 
Taulukko L2. siRNA sekvenssit  
Nimi Sekvenssi 5`→ 3` 
GAPDH siRNA sense GGU CAU CCA UGA CAA CUU U[dT][dT] 
GAPDH siRNA antisense AAA GUU GUC AUG GAU GAC C[dT][dT] 
 
Kuva L2. SiRNA ja solunulkoisten vesikkelien solukokeiden pipetointikaavio. Punaisella 
ympyröidyistä soluista eristettin totaali RNA. Muut näytteet hajotettiin RLT-puskurilla ja 
pakastettiin -80°C mahdollista myöhempää käyttöä varten. 
  
 LIITE 3  cDNA synteesi  
 
Taulukko L3. cDNA synteesissä käytetty master mix-seos. 
Master mix 1x 20x 
5xReaktiopuskuri 4 µl 80 µl 
RiboLock RNase inhibiittori 1 µl 20 µl 
10 mM dNTP 2 µl 40 µl 
RevertAid M-MuL V RT 1 µl 20 µl 
Lopullinen tilavuus 8 µl 320 µl 
 
 
Taulukko L4. cDNA synteesissä käytetty PCR-ohjelma. 
Ohjelman vaihe Lämpötila Aika 
Random hexamer alukkeen synteesi, vaihe I +25°C 5 min 
cDNA synteesi (vaihe II) +42°C 60 min 
Reaktion pysäyttäminen +70°C 5 min  
 +4°C o/n 
 
Taulukko L5. Kvantitatiivisessa PCR:ssä käytetyt oligonukleotidi sekvenssit 
Alukkeen nimi  Sekvenssi (5`→ 3`) 
Ihmisen GAPDH Fw GTC AGC CGC ATC TTC TTT TG 
Ihmisen GAPDH Rev GCG CCC AAT ACG ACC AAA TC 
Ihmisen β-aktiini Fw AGA GCT ACG AGC TGC CTG AC 
Ihmisen β-aktiini Rev AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG 
  
 LIITE 4  qPCR pipetointikaavio, master mix-reaktioseos sekä qPCR-ohjelma 
 
 
Kuva L3. qPCR reaktioiden pipetointijärjestys. GAPDH alukepareilla tehdyt reaktiot on merkitty 
sinisellä ja β-aktiini alukepareilla tehdyt reaktiot on merkitty vihreällä. 
 
Taulukko L6. qPCR master mix-reaktioseos 
Reagenssi 1x Lopullinen pitoisuus reaktiossa 52x 
Fw aluke (5 µM) 1,25 µl 250 nM 65 µl 
Rev aluke (5 µM) 1,25 µl 250 nM 65 µl 
SYBR Green Fast-entsyymiseos 12,5 µl 1x 650 µl 
Kokonaistilavuus 25 µl  780 µl 
 
Taulukko L7 qPCR-ohjelma 
Ohjelman vaihe Lämpötila (°C) Kesto (s) Kierrokset 
Alkudenaturaatio +95 30  1 
Denaturaatio +95 5   
Alukkeiden kiinnittyminen +60 15  40 
cDNA:n synteesi +72 10   




LIITE 5  NTA-analyysin kuvaajat  
 
 
Kuva L4. NTA-analyysin kuvaajat partikkeli pitoisuuden ja partikkeli koon suhteen. A) NSI-20-1 
eli PC-3 soluista differentiaali- ja gradienttisentrifugoidut solunulkoiset vesikkelit, laimennettu 
1:1000, B) NSI-1-1-1 eli ARPE-19 soluista differentiaali- ja gradienttisentrifugoidut 
solunulkoiset vesikkelit, laimennettu 1:100, C) NSI-11-1 eli siRNA sonikoimalla ladattujen PC-3 
solunulkoisten vesikkelit geelisuodatuksen jälkeen, laimennettu 1:100. 
  




Kuva L5. ARPE-19 soluista eristettyjen solunulkoisten vesikkelien Western blot-tulos. Kuvassa A 
on käytetty HSP70-vasta-ainetta ja 1 s valotusaikaa. Kuvassa B on käytetty HSP70-vasta-ainetta 
ja 40 s valotusaikaa. Kuvassa C on käytetty CD-9 vasta-ainetta ja 100 s valotusaikaa.  HSP70-
vasta-aineella detektoitiin noin 70 kDa proteiini (merkitty kuvaan A nuolella) DC-puhdistetusta 
näytteestä sekä solulysaatista. Kasvatusalustassa on kooltaan hieman pienempi proteiini. DC + 
G puhdistetuista solunulkoisista vesikkeleistä ei detektoida HSP70-proteiinia. CD-9 vasta-
aineella detektoidaan hyvin pitkällä valotusajalla noin 25 kDa CD9 proteiini 
solulysaattinäytteessä sekä hyvin hento (merkitty nuolella kuvaan C) noin 25 kDa proteiini DC + 
G puhdistetuissa solunulkoisissa vesikkeleissä.  Näytteet: MW = Prestained Plus Protein Ladder-
standardia (Thermo Scientific, #26619, USA), 1. ARPE-19 DC puhdistettu EV, 2. ARPE-19 
solulysaatti, 3. kasvatusalusta ja 4. ARPE-19 DC + G puhdistettu EV 













Kuva L6. Geelisuodatuskromatogrammit. A) NSI-1 eli DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 soluista 
eristetyt solunulkoiset vesikkelit (differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnilla puhdistetut) B) NSI-
2 eli PC-3 soluista eristetyt solunulkoiset vesikkelit differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnin 
jälkeen C) NSI-3 eli vapaa DNA D) NSI-4 eli sonikoidut PC-3 soluista eristetyt solunulkoiset 
vesikkelit (differentiaali- ja gradienttisentrifugoitu) 
  
 LIITE 7  Geelisuodatuskromatogrammit  
 
 
Kuva L7. Geelisuodatuskromatogrammit. A) NSI-10-1 eli PC-3 soluista eristetyt solunulkoiset 
vesikkelit differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnin jälkeen B) NSI-11-1 eli siRNA:lla ladatut 
(sonikaatio) PC-3 soluista eristetyt solunulkoiset vesikkelit (differentiaali- ja 
gradienttisentrifugointi puhdistetut) C) NSI-12-1 eli vapaa siRNA D) NSI-16-1 eli siRNA:lla 
ladatut (elektroporaatio) PC-3 soluista eristetyt solunulkoiset vesikkelit (differentiaali- ja 
gradienttisentrifugointi puhdistetut) 
  
 LIITE 7 Geelisuodatuskromatogrammit 
 
 
Kuva L8. Geelisuodatuskromatogrammit. A) Veren punasoluista (RBC) eristetyt solunulkoiset 
vesikkelit differentiaali- ja gradienttisentrifugoinnin jälkeen B) siRNA:lla ladatut RBC soluista 
eristetyt solunulkoiset vesikkelit (differentiaali- ja gradienttisentrifugointi puhdistetut) C) 





 LIITE 8  NTA-tulokset ennen ja jälkeen geelisuodatuksen 
 
Taulukko L8. Solunulkoisten vesikkelien NTA-tulokset ennen ja jälkeen geelisuodatus-
kromatografian. DC = differentiaalisentrifuoitu, DC+G = differentiaali- ja 
gradienttisentrifugoitu. 
Näyte Näytteen kuvaus Latausmenetelmä Partikkelien lkm 
ennen puhdistusta 
Partikkelien lkm 
puhdistuksen jälkeen  
NSI-1-1 PC-3 (DC+G) + DNA Sonikaatio 
(+40°C)  
5,65 x 1010 2,84 x 109 
NSI-2-1 PC-3 (DC+G)  - 5,65 x 1010 3,95 x 109 
NSI-3-1 DNA - - - 
NSI-4-1 PC-3 (DC+G) Sonikaatio 
(+40°C)  
5,65 x 1010 3,80 x 109 
NSI-5-1 PC-3 (DC+G) + DNA Elektroporaatio 3,96 x 1010 ei detektoitavissa 
NSI-6-1 PC-3 (DC+G) + DNA - 1,13 x 1011 ei mitattu 
NSI-7-1 PC-3 (DC+G) + DNA Sonikaatio 
(+35°C) 
1,13 x 1011 3,40 x 109 
NSI-8-1 PC-3 (DC+G) + DNA Sonikaatio 
(+35°C)  
1,13 x 1011 1,325 x 1010 
NSI-9-1 PC-3 (DC) + DNA Sonikaatio 
(+35°C)  
5,12 x 1011 2,43 x 1011 
NSI-10-1 PC-3 (DC+G) - 1,3 x 1011 2,96 x 1010 




5,65 x 1010 9,59 x 109 
NSI-12-1 siRNA - - - 




1,4 x 1010 3,97 x 109 
NSI-14-1 RBC (DC+G)  - 1,13 x 1011 2,12 x 109 
NSI-15-1 PC-3 (DC) + siRNA Sonikaatio 
(+35°C) 
5,12 x 1011 3,02 x 1011 
NSI-16-1 PC-3 (DC+G) + 
siRNA 
Elektroporaatio 1,13 x 1011 6,44 x 109 
 
  
 LIITE 9  Fluoresenssi mittaustulokset (standardisuora) 
Taulukko L9. 5-FAM-leimatun kaksijuosteisen DNA:n laimennossarjan fluoresenssi 
mittaustulokset. Laimennossarjassa mitattiin kaksi rinnakkaista näytettä ja absorbansseista 
vähennettiin tausta. Rinnakkaisten näytteiden tuloksista laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat.  





0 0,011 -0,0004 0,005 0,008 
0,01 0,030 0,029 0,030 0,001 
0,02 0,060 0,057 0,058 0,002 
0,04 0,128 0,140 0,134 0,008 
0,1 0,451 0,516 0,484 0,046 
0,2 1,446 1,254 1,350 0,136 
0,4 8,485 3,848 6,166 3,279 
1,0 21,357 21,507 21,432 0,106 
2,0 51,247 56,407 53,827 3,649 




 LIITE 10 Regressioanalyysin standardisuorat 
 
Kuva L9. Fluoresenssi mittausmenetelmän lineaarisuuden tutkiminen. A) Pitoisuusalue 6 pistettä, 
0,04-2 µM, B) Pitoisuusalue 5 pistettä, 0,04-1 µM, C) Pitoisuusalue 6 pistettä, 0,02-1 µM, D) 
Pitoisuusalue 8 pistettä, 0,01-2 µM ja E) Pitoisuusalue 7 pistettä, 0,02-2 µM. 
 
  
 LIITE 11 Regressioanalyysin jäännöskuvaajat  
 
Kuva L10. Regressioanalyysi ja jäännöskuvaajat. A) Pitoisuusalue 6 pistettä, 0,04-2 µM,  
B) Pitoisuusalue 5 pistettä, 0,04-1 µM ja C) Pitoisuusalue 6 pistettä, 0,02-1 µM. 
 
 
 LIITE 11 Regressioanalyysin jäännöskuvaajat 
 
Kuva L11. Regressioanalyysi ja jäännöskuvaajat. D) Pitoisuusalue 8 pistettä, 0,01-2 µM ja  




 LIITE 12 Fluoresenssin mittaus ennen ja jälkeen triton-x-100 käsittelyn 
 
Taulukko L10. Fluoresenssi mittaustulokset ennen ja jälkeen triton-x-100 käsittelyn. Osa triton 
käsitellyistä näytteistä mitattiin kahteen kertaan ja välillä näytteet olivat -80°C pakastimessa. 
Solunulkoisia vesikkeleitä sisältävät näytteet (-1) ja kontrollinäytteet (-2). Näytteistä ei ollut 
rinnakkaisia eli virhemarginaaleja ei pystytty laskemaan. 
 
Näytteet: NSI-1 = DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-2 = 
käsittelemättömät PC-3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-5 = DNA:lla ladatut (elektroporaatio) PC-
3 solunulkoiset vesikkelit, NSI-6 = DNA ja PC-3 solunulkoiset vesikkelit inkuboitu yhdessä, NSI-
7 = DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit (geelisuodatuksen jälkeen 
ultrasentrifugoitu), NSI-8 = DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit ja NSI-9 
= DNA:lla ladatut (sonikaatio) PC-3 solunulkoiset vesikkelit (EV:t eristetty 
differentiaalisentrifugoinnilla). Muut EV:t eristetty differentiaali- ja gradienttientrifugoinnilla. 
 
Näyte 1xPBS:ssä 0,75 % Triton käsittelyn jälkeen 
1. mittaus 
0,75 % Triton käsittelyn jälkeen 
2. mittaus 
NSI-1-1 0,00320 -0,00694  0,01385 
NSI-1-2 0,02556 0,07674  0,08410 
NSI-5-1 0,00319 0,02149  -0,00846 
NSI-5-2 0,01668 0,04231  0,04422 
NSI-6-1 0,01016 -0,00590  -0,01210 
NSI-6-2 0,05271 0,12665  0,11700 
NSI-7-1 -0,0008 0,00979 ei mitattu 
NSI-7-2 0,01260 0,00972 ei mitattu 
NSI-8-1 0,03126 0,04586 ei mitattu 
NSI-8-2 0,57434 0,26747 ei mitattu 
NSI-9-1 0,09728 0,17465  0,16600 
 
  
 LIITE 13 RNA-näytteiden pitoisuudet 
 
Taulukko L11. Totaali RNA eristyksen pitoisuudet, A260/A280 nm ja A260/A230 nm 
absorbanssisuhteet.  
Näyte RNA pitoisuus (ng/µl) A260/A280 nm A260/A230 nm 
Levy 1, kuoppa A1 83,3 1,94 1,75 
Levy 1, kuoppa B1 56,8 1,95 1,40 
Levy 1, kuoppa A2 125,4 1,98 1,00 
Levy 1, kuoppa B2 131,5 1,97 1,95 
Levy 1, kuoppa A3 75,9 1,97 0,33 
Levy 1, kuoppa B3 74,7 1,97 0,44 
Levy 1, kuoppa A4 114,5 1,97 2,01 
Levy 1, kuoppa B4 76,3 1,95 1,46 
Levy 1, kuoppa A5 85,7 1,96 1,11 
Levy 1, kuoppa B5 68,4 1,95 1,83 
Levy 1, kuoppa D1 41,2 1,90 0,50 
Levy 1, kuoppa D2 58,9 1,96 0,20 
Levy 2, kuoppa A1 93 1,95 1,90 
Levy 2, kuoppa B1 91,4 1,96 0,70 
Levy 2, kuoppa A2 118 1,97 1,85 
Levy 2, kuoppa B2 92 1,96 1,53 
Levy 2, kuoppa A3 61,7 1,77 1,23 






















A1 1A1 50 nm GAPDH siRNA 20.949 20.852 
A2 1A1 50 nm GAPDH siRNA 20.755 
 
A3 1B1 50 nm GAPDH siRNA 20.624 20.576 
A4 1B1 50 nm GAPDH siRNA 20.527 
 
A5 1A2 50 nM neg siRNA 17.570 17.548 
A6 1A2 50 nM neg siRNA 17.525 
 
A7 1B2 50 nM neg siRNA 17.698 17.764 
A8 1B2 50 nM neg siRNA 17.829 
 
B9 1D1 kontrolli solut 18.485 18.384 
B10 1D1 kontrolli solut 18.282 
 
B11 1D2 kontrolli solut 18.025 18.032 




ei RNA:ta cDNA synteesissä 28.512 28.545 
D12 
 
ei RNA:ta cDNA synteesissä 28.577 
 
A9 1A3 PC3 EV kontrolli 18.156 18.068 
A10 1A3 PC3 EV kontrolli 17.979 
 
A11 1B3 PC3 EV kontrolli 18.283 18.375 
A12 1B3 PC3 EV kontrolli 18.467 
 
B1 1A4 siRNA sonikoitu PC3 EV 18.441 18.396 
B2 1A4 siRNA sonikoitu PC3 EV 18.351 
 
B3 1B4 siRNA sonikoitu PC3 EV 19.357 19.330 
B4 1B4 siRNA sonikoitu PC3 EV 19.303 
 
B5 1A5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.585 17.584 
B6 1A5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.582 
 
B7 1B5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.971 17.950 
B8 1B5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.928 
 
C1 2A1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 17.780 17.755 
C2 2A1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 17.729 
 
C3 2B1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 17.396 17.332 
C4 2B1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 17.268 
 
C5 2A2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV 
16.804 16.887 




C7 2B2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV 
17.126 17.156 




C9 2A3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 18.572 18.546 
C10 2A3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 18.520 
 
C11 2B3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 18.632 18.710 
12 2B3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 18.788 
 
 
 LIITE 15 qPCR raakadata, β-aktiini-geenin alue amplifioitu 






E1 1A1 50 nm GAPDH siRNA 18.276 18.114 
E2 1A1 50 nm GAPDH siRNA 17.951 
 
E3 1B1 50 nm GAPDH siRNA 17.926 17.921 
E4 1B1 50 nm GAPDH siRNA 17.915 
 
E5 1A2 50 nM neg siRNA 17.059 17.000 
E6 1A2 50 nM neg siRNA 16.940 
 
E7 1B2 50 nM neg siRNA 17.012 17.023 
E8 1B2 50 nM neg siRNA 17.034 
 
F9 1D1 kontrolli solut 18.083 18.051 
F10 1D1 kontrolli solut 18.019 
 
F11 1D2 kontrolli solut 18.338 18.011 




ei RNA:ta cDNA synteesissä 36.919 36.640 
H12 
 
ei RNA:ta cDNA synteesissä 36.360 
 
E9 1A3 PC3 EV kontrolli 17.504 17.490 
E10 1A3 PC3 EV kontrolli 17.476 
 
E11 1B3 PC3 EV kontrolli 17.601 17.639 
E12 1B3 PC3 EV kontrolli 17.677 
 
F1 1A4 siRNA sonikoitu PC3 EV 17.911 17.831 
F2 1A4 siRNA sonikoitu PC3 EV 17.750 
 
F3 1B4 siRNA sonikoitu PC3 EV 19.017 18.874 
F4 1B4 siRNA sonikoitu PC3 EV 18.731 
 
F5 1A5 siRNA sonikoitu RBC EV 16.984 16.960 
F6 1A5 siRNA sonikoitu RBC EV 16.935 
 
F7 1B5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.413 17.393 
F8 1B5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.373 
 
G1 2A1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 19.007 19.075 
G2 2A1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 19.143 
 
G3 2B1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 18.403 18.362 
G4 2B1 PC3 EV kontrolli (steriloimaton) 18.320 
 
G5 2A2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV 
17.463 17.381 




G7 2B2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV 
17.552 17.526 




G9 2A3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 17.969 17.959 
G10 2A3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 17.949 
 
G11 2B3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 17.980 17.961 




 LIITE 16 qPCR standardisuoramenetelmän lasketut Ct-arvot 
Taulukko L12. qPCR standardisuoramenetelmän GAPDH ja β-aktiini reaktioiden tuloksista 
lasketut Ct-arvot, niiden keskiarvot ja keskihajonnat. 
GAPDH Pitoisuus (ng/µl) Ct-arvo Ct keskiarvo Ct keskihajonta 
 40,00 15,32 15,17 0,21 
  15,02   
 13,33 17,29 17,32 0,05 
  17,36   
 4,44 18,95 18,90 0,07 
  18,85   
 1,48 20,38 20,45 0,10 
  20,52   
 0,49 21,96 22,10 0,21 
  22,25   
β-aktiini 40,00 15,04 14,99 0,07 
  14,99   
 13,33 17,03 17,19 0,23 
  17,36   
 4,44 18,63 18,57 0,08 
  18,52   
 1,48 20,14 20,09 0,07 
  20,04   
 0,49 21,66 21,68 0,03 




 LIITE 17 qPCR, lasketut Ct-arvot 
 
  Kuoppa Näytteen kuvaus Ct 
(GAPDH) 





1 1A1 50 nM GAPDH siRNA 20.85 18.11 2.74 0.15 
2 1B1 50 nM GAPDH siRNA 20.58 17.92 2.66 0.16 
3 1A2 50 nM neg siRNA 17.55 17.00 0.55 0.68 
4 1B2 50 nM neg siRNA 17.76 17.02 0.74 0.60 
5 1D1 kontrolli solut 18.38 18.05 0.33 0.79 
6 1D2 kontrolli solut 18.03 18.01 0.02 0.99 
7 1A3 PC3 EV kontrolli 18.07 17.49 0.58 0.67 
8 1B3 PC3 EV kontrolli 18.38 17.64 0.74 0.60 
9 1A4 siRNA sonikoitu PC3 EV 18.40 17.83 0.57 0.68 
10 1B4 siRNA sonikoitu PC3 EV 19.33 18.87 0.46 0.73 
13 1A5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.58 16.96 0.62 0.65 
14 1B5 siRNA sonikoitu RBC EV 17.95 17.39 0.56 0.68 
15 2A1 PC3 EV kontrolli 
(steriloimaton) 
17.75 19.08 -1.32 2.50 
16 2B1 PC3 EV kontrolli 
(steriloimaton) 
17.33 18.36 -1.03 2.04 
17 2A2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV (steriloimaton) 
16.89 17.38 -0.49 1.41 
18 2B2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV (steriloimaton) 
17.16 17.53 -0.37 1.29 
19 2A3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 18.55 17.96 0.59 0.67 
20 2B3 siRNA elektroporoitu PC3 EV 18.71 17.96 0.75 0.59 
21 
 
ei RNA:ta cDNA synteesissä 28.54 36.64 -8.10 273.42 
  Kuoppa Näytteen kuvaus Keskiarvo  
(kontrolli solut) 
Normalisoitu /  
kontrolli 
Keskiarvo 
1 1A1 50 nM GAPDH siRNA   0.17 0.17 
2 1B1 50 nM GAPDH siRNA   0.18   
3 1A2 50 nM neg siRNA   0.77 0.72 
4 1B2 50 nM neg siRNA   0.67   
5 1D1 kontrolli solut 0.89 0.89 1.00 
6 1D2 kontrolli solut   1.11   
7 1A3 PC3 EV kontrolli   0.75 0.71 
8 1B3 PC3 EV kontrolli   0.67   
9 1A4 siRNA sonikoitu PC3 EV   0.76 0.79 
10 1B4 siRNA sonikoitu PC3 EV   0.82   
13 1A5 siRNA sonikoitu RBC EV   0.73 0.75 
14 1B5 siRNA sonikoitu RBC EV   0.76   
15 2A1 PC3 EV kontrolli 
(steriloimaton) 
  2.81 2.55 
16 2B1 PC3 EV kontrolli 
(steriloimaton) 
  2.29   
17 2A2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV (steriloimaton) 
  1.58 1.52 
18 2B2 siRNA sonikoitu PC3 DC 
puhdistettu EV (steriloimaton) 
  1.45   
19 2A3 siRNA elektroporoitu PC3 EV   0.75 0.71 
20 2B3 siRNA elektroporoitu PC3 EV   0.67   
21   ei RNA:ta cDNA synteesissä   307.27   
 
 LIITE 18 qPCR tulokset 
 
Taulukko L13. Gapdh-geenin ekspressiotaso ARPE-19 solukokeissa. Tulokset on normalisoitu β-
aktiinin suhteen. 
Näyte Keskiarvo (%) Keskihajonta (%) 
50 nM GAPDH siRNA 17 1 
50 nM negatiivinen siRNA 72 7 
PC-3 EV kontrolli 71 6 
GAPDH siRNA sonikoitu PC-3 EV 79 4 
GAPDH siRNA sonikoitu RBC EV 75 2 
GAPDH siRNA elektroporoitu PC-3 EV 71 6 
Kontrollisolut 100 15 
PC-3 EV steriloimaton 255 36 




Kuva L12. Kuvassa on analysoitu steriilisuodattamattomia PC-3 solunulkoisia vesikkeleitä 
(keltainen pylväs) ja PC-3 differentiaalisentrifugoituja solunulkoisia vesikkeleitä, joihin oli 
sonikoitu GAPDH siRNA (sininen pylväs). Vihreä pylväs on käsittelemättömät ARPE-19 solut. 
 
  




Kuva L11. Pylväsdiagrammi, jossa on esitetty solunulkoisten vesikkelien määrä geelisuodatuksen 
jälkeen prosenttiosuuksina. Vesikkelien lukumäärä analysoitiin NTA-menetelmällä. Näytteet: 
NSI-1-1 = DC+G puhdistetut PC-3 EV:t + DNA (sonikoitu), NSI-1-2 = DC+G puhdistetut PC-3 
EV:t (käsittelemätön), NSI-4-1 = DC+G puhdistetut PC-3 EV:t (sonikoitu), NSI-7-1 = DC+G 
puhdistetut PC-3 EV:t + DNA (sonikoitu), ultasentrifugoitu, NSI-8-1 = DC+G puhdistetut PC-3 
EV:t + DNA (sonikoitu), geelisuodatettu, NSI-16-1 = DC+G puhdistetut PC-3 EV:t + siRNA 
(elektroporaatio), NSI-10-1 = DC+G puhdistetut PC-3 EV:t (käsittelemätön), NSI-11-1 =  DC+G 
puhdistetut PC-3 EV:t + siRNA (sonikoitu), NSI-13-1 = DC+G puhdistetut RBC EV:t + siRNA 
(sonikoitu), NSI-14-1 = DC+G puhdistetut RBC EV:t (sonikoitu), NSI-9-1 = DC puhdistetut PC-
3 EV:t + DNA (sonikoitu) ja NSI-15-1 = DC puhdistetut PC-3 EV:t + siRNA (sonikoitu).  
DC = differentiaalisentrifugointi, GC= gradienttisentrifugointi, * sonikoitu, ** elektroporaatio, 
*** käsittelemätön.  
 
 
 
 
 
 
